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UBKR SACCHARASE (INVERTIN). 




Annalen der Clieniie ^25, S 1 i-iji . 


45. ZUR KENNTNIS DES INVERTINS. 

\"ii Richard Willstatteh mi.l Fritz Racke. 
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\', A(lvjrjjtion durdi C'al» iiiinpliosphat und Idulion 
\ I. Adsorption <!» s ^t r» ini^ltn Iiivt-rlin^ durt li Kaolin, uiul l-.lntiriii 

\ II Zur nialys»' «i« r Invirtinl»jMin^tn 

\ ni. Wrlialt» M d» r inv» rtinli^Min^t n ^r).;t:n rraiiylautal 

t Invirtinprapar.ilr 

I. l'unlfitun^' 

II. \<rialir(n dir A«ls<)rpti<ai niil Aluniiniumlivdr<>.\v(l 
I I’raktionitrt» Adsorption 
\’oll.stanili^r Ails4irpti<in . 
i WrarlM itunj.; j^»alt»rttr Autolystnllus>ij.;kiU 
III A(l.sorptioii niil Ka<»lin 

1\'. f'Iu r K»-iiili( itsnu rkiiial» un«l l'a staiidiyk» it 
Allliail^';; WrsurlishrKyc 

A. Uber die Lösung des Invertins aus der Hefe. 

I. Probleme bei der Darstellung von Invertinlosungen. 

Mir I »arstrlhin^ riiirr Ivn/.\ nil(»vuii^ aus der IlrU- ist krim* ])rapaiati\ r ,\iiJi;alH 
\nii (Irr .\rt wir dir Isolirnin^ riiir.s frri oder an Saiirr j;rl)UiidrJi vorkoiiniiriidr: 
.Mkaloids odri I'<irhst()lts aus rinriu Ptlau/iauuatn ial. iH r Zrlliulialt drs Hrfrpil/i 
ist iiirht nur rin aus lualimolrkidarru or^anisrlirii Ki’uprru /.usainiurii;;rsft/.tes (a 
luisrli. drs.srii Koiupoiirutrii duirh lirliti;.; ^rwaliUr I.(>suii^siiiittrl, sauir (Kirr a' 
kalisrhr Krai;ru/.iru, lrrii;rniarht und aust;r/.ov;rn wrrdrn kdinini. 1 )as ist wirklid 
(Irr I‘all hri aiidririi rii/.yiuatisrhru .Xusoan^sstoftrii, dir uns di(> \atur darbirtt’ 
In HrsiandtrÜrn dn l*flan/.r. Wur/idn. Hliittrrn und Sanirii, k»>niinrn l\n/.vinr 
bundrii [3] N'or, nanilirli in Imuiu von Ad.sorbatm, dir sotoit dir Lnzx inr frri^rb» : 
wrnn man dir .Vdsorptionsaffinitatrn mit ^rrij^nrtrn Mittrln iibrrwindrt. Zum llrisj)]' 
lirfrrn dir süllrii (kKt bittrrrn M.nidrln bidm Aus/.irlirn narb dm X'orsrliritlrn d» : 
Lilrratur wrni^ Ibnulsiu; narli rinn imvrroffrntlirlitrn rntrrsurlmn;.^ von H. \Vl! : 
.sT.vi’TMk und W.CSAN'Vi* kann man alirr mit vrrdünnton Alkalirii rasch fast (i: 
l^an/c Mmj^r drs vorhandrnrn hamilsins frrilri 4 rn und in Jaisim^ bringen. Ahnlir; 
verhalt rs sieh mit rinrm X’orkommrn der Prroxvdasr. dir sich in den Keimling« : 
der (irtiridrartrn rrirhlirh lindrt. Sir geht fast nicht in waUrigr Lösung; brhandt ‘ 
man aber nach Hrobachtungm von K. Wii.ksT.'vrTKK und A. P()U.in(;kr** die Krir 
lingr mit natriumbicarbonat haltigem Wasser, so wird sofort dir gesamte Peroxyda' 
frei und geht in den wäßrigen Auszug. Diese Mittel versagen Ixä dem Pilz. Die Paizvii ■ 
sind mit llestandteilen der Hefezelleii so fest assoziiert, daß ihr Lösliehwerdeii d ■ 
Abbau der Paweißköri^cr und noch anderer hochmolekularer Stoffe zur Vorar. 
Setzung hat. 

Die Hefe ist ein Lebewesen von sehr veränderlicher Zu.sammensetzuag. Dal; : 
Ist der \ ersuch aussichtsreich, den H. v. Pa'i.kr' mit .'deinen Mitarbeitern und J Meisi:- 
• Abh. ♦♦ Abh. 4J. 

’ 11 . V. ICri.KR uiul O. SvANUKRi.. Zeitsehr. t. phvsi«)l. Oheni. 107, .rcsy [1019]; 106, : 

[ loi'j] ; über die älteren \’ersiidie von Lrr.KR siehe hier S. Ji ;; O. Svanbkr»'., Zcitsclir. f, phys; : 
Cheni. 109, <>5 [10:0]. 



/\ir Ktüutni" vlrs luvtitnr 


5.^7 


Hl'lMlK Sr r. WllSAK] AN Uiul^ I. SlMlMK' untfllialniK-n . sii* vUlull ;4t\A);nv‘Vr /lU'htUlJ^ 
tiri'l lünahnin.^ iiUA itnsu lu f /w iii.u luMi. )•> ist .iIh r .nu h iiio^lii h, uio iin folm*n<U-n 
m'/t i.;t wird, in «U r t< »tctm Ih ft In\ }u*r\ so d.iÜ dir 
Au-'/iiv:»* \ it 1 iihdir, iii.itu Iniial da^ hnpjvtdtr au Iiivritiii vom aiij^rwandtoj 

Ti!/. irliallni 

Pa“ Hauj»t|'iol)K 111 Ik i «U i Pai“!! llmiv; v on l-,n/v ndosun;.;« ii. / K vam Iiivmlin 
aU“ Hrfe, strilcii dir [4] {)«>“tinortalrn t ii/v inati^rlu-n NOo^aniit' dai wcUlic di»' I'iri 
U>;un); dnrrh la'slu liwrrdi 11 «U “ Invntins und /u.v:l« i< li nnv i iiiu idlu li das I.oslirh 
vvardm und in la'^'Unu ^rlun dir lU‘-^lril“t«ilt« /iii l‘i>l>;i- h.il« n Pa“ Invcitin ist, 
wu- “U li 1111 fol;;i ri«U n i r;i:idH n vvud. in dn llrir « ntvvnU i oitlu li ^( M lm1/t odri rs 
i“t dui« U 1 hi'nii“i'hi- lUn«liinv: odn dnu li Ad“or|ition“allini1a1 an un]it“lhl)r Koi|k’ 1 
va ianki-it . vii-lU i«. ht dci Kiddidiv di at «»«iri dri riotrinklassi' p“ ist .ilx-j nu llt 
vv ahisi hl inlii li, d.iU «li«* 1 iciU';^un^ «U s Inva itnis ni nnlosliari iti Zusamnu nhan^ slidit 
mit «U tn allv;* iiu ifu n « iizviiMt im lirii rn»t«*j'lasmaal*l>an )>i i dn Sflhslanllosuni.', drj 
Hitr 1 >U “i' postmoitalrii \‘oii:an).:r k<»nnni in «U i mamn),;lalt ii:st< n Weise geleitet 
und herintluüt Wi rd« !! 1 )!<• .Aufgabe ist sn- /n leiten, «laLl die ^jioLlte Mni^e v'oii 

Inveitm in la-sun;: v^ebia« ht wiid. /U'-ainmnt mit s<*li lien |{e^d« it“tolfi n wel« In- die 
Keimmim^ uii'l 1 solierun.'. «i« “ Pn/vnis .im weiiiv^stni “toien 

Pu- totale Autolvse «l« ! uiiv i rdiimit« !! Ili le, nn«- « 1 « i “nt C < > Sn n\ \\ und 
I' W . )Mi*si >N ' ) inei-t ani’,e\v amltn! Metlio«len /ui Pn/ vnu'evv mminv:, bnnnt ein« n 
zu ■,^ioü< ri Ballast v«m mein od« r vveni;*;ei ab;.'« bant< n l^)\^eiLikoI peni un«! Kohle 
hvilrateu in di« l']us>,i^'k«-it W n«l «lie 11 « fe. mit W’asset vn<inimt, bei (a^M-iivvait ein« s 
ant ise j /t i'i In n Mittels si« h s« Ibst ub« ilassen. “o vvainU it unter «liefen B« (iin}inn;.’( 11 
|)arti<’ll« r Autolvs<- das Invntin ras« lu i in vvaüii^;« I,osun>.'.. so daü die Aullo'ainK «U i 
B«;J« it 't«)f !«- li« labu« jnni<l«it wir«! Noih uhIii wn«!« 11 <Ii«- «•ndot rv]»t isi heii V’orrtaii;,’«' 
hintan;:« halt«-!] «liir« h Ans/,ieh«-n mit ainnmniakah“« hem W’assn ; <)je BA'o'- nios<- « 1 « 
Invertiijs ist nf>ili m«-lir ab^ekur/.t, ^ ni«- i'.«-^d« it« i '-iml m «li«-sem j-all \vei14' abj'ebaut«' 
pivv eiUkorjHT «lei Ibd«' , vt^'i-ule «li« s« i I 'mstaml hat ab* i «lie Inv ert mhtsnrirvn lui 
einen in «li« s«-i Aib« it an;;« v\an<]len < »an^' «i« 1 I<« )m;uin;: /una« Ijst mimler ^'.«•«•i^^iiet 
j^eina« iit I >ie von «I«-r [5] lief« abi;« t r« nnt«'n h'.n/.v inlosiinj'.eu ■'t« II« n k« iii«’ b itijn n 
l'ro'iukle «lar. sojjfiern in ihnen nehnn n « ii/v rnati“« h«- H< akli'in« n ihn n hortr^an;;, 
das Altern scheint «ii«' Inv « rt inlf/“iin;.:« n /n \« ib« ssein m«l< m «ii«- hole i« n I'roteiiie 
in nie«lriv;«Te nm^ewandelt \ver<i«n k<<nn(n 

Au« h «li«- ladir« v«»n S B P Sokj.N'j.’-: ' i von d« 1 lU-deittiin^ d< j W’asM istoBioiien- 
kon/.ejit raPon bei en/\ niatis« h«-n i’r«;/.e*M n ist für di«*s4- jiraparativ«- Arbeit von B<- 
deutun^. Ps ist /u P-rui ksii hti;:« n. daB «li« H« !« < n/ vm«- ni« hf eim r Ini sj,- mu-rtra^ 
liehen KeAktitm des Mediums aus^eM tzt vver«U n Zum lU rs|a«d laL't “i« Ir di«- liefe 
Aalt as<*,«flie l)isher aus I ris« hhef<- nicht extrahiert vvei<U ri konnte, vollstamli^ in Pbsunj» 

• Hi«xl!eni. Zts< hr 54 i«^ ti i p'/iip J Mcisi vjii iMi.r« «m«) B Si \ii'i k, lii«^h« rn. • 

ZtM hr 67 f i«o i! 

’) Journ. dieni. 57 ,*« j ^ ''j "/««! 

■ j P.j'xh* !!) Zi-jt -4 hr 21 (ii! ':«/•«/; 
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iil)erfiihren^ wenn man die entstandene Säure neutralisiert, die beim Abtöten di: 
Hefe durch Toluol langsam, durch Chloroform rasch als Produkt enzymatischer Voi 
KänKc j^ebildet wird. Die Säure ist am gefährlichsten, weil am konzentriertesten. i\v, 
Ort ihrer Kntstehung, in der Hefezelle seihst. 

Ferner hat die W'ahl des Antisepticums auf die Knzymisolierung großen Fanflul 
Ih'i (legen wart von Toluol wird die Invertinausbeute hoc'h, bei Gegenwart von Essii. 
ester sehr gering. Dieses abtötende Mittel schädigt zwar gar nicht das Invertin, abc 
es unterdrückt die enzymatischen Abbauvorgänge, durch die das Invertin löslie) 
wird. Auch der Kohlehydratabbau ist von den antisej)tischen Mitteln abhzngi*^ 
die Menge des in Lösung gehenden Hefegummis ist groß l>ei Gegenwart Vf)n Toluol 
gering mit Chloroform. 

Die Lösungen des Invertins lassen sich nicht nach ihrem Gehalt an Invertin 
allein Ixuirteilen, wenn man darauf ausgeht, das Knzym weiter zu reinigen. Die in 
vertinreichsteii Auszüge, die mit aninKiniakalisehein [6] Wasser 1 km Gegenwart von 
Toluol entstehen, sind nicht gut dafür anwendbar infolge der starken Adsorption- 
fiihigkeiten der nach der üblichen Ausfällung von Hiweiß no<.'h vorhandenen zu weni;.: 
abgebauttMi Hegleitstoffe. Die Züchtung der Hefe könnte die prä|)arative Arbeit 
außer durch Wrmehrung des Invertins auch durch Verminderung des Hallastes von 
störenden Hegleitstoffen, also durch X'erbesserung der luizymlösungeii unterstützen 
Die ({uantitalive Analyse der Knzymlösungeu reicht zur Heurteilung nicht au- 
aber sie ist die leitende Methode. Die praparative Arbeit vom Pilz bis zum Fnzyiii 
in vSubstanz wird durch die (piantitative Analy.se geleiti t, und zwar in zwei verschic 
denen Heziehungen: hinsichtlich der Ausbeute im Verhältnis zum Ausgangsmateriai 
(Menge-Zeit-nmüient des Invertins) und hinsichtlich des Reinheitsgrades (Zeitwert 
des Invertins) in (Kmi Hefeauszügen und Invertin|>ia])araten. 

H. Bestimmung von Invertin in den Auszügen; Maße für Konzentration und Ausbeute. 

Die Hestinumuig beruht auf den Arbeiten von C. ( )‘Sfi.i,iv.\n und F. W. Tomfson i 
C. S. Hi’PSon*’), S. P. L. Sökknskn ’). L. Micii.xki.is^) und Ix-sonders H. v. Krij-tK') 
Die Menge des Invertins wird durch die Reaktionsgeschwindigkeit der Kohrzuckei 
Spaltung bei /»„-Optimum gemessen, die in weiten Grenzen der [7] Knzymmeng' 
proportional ist 'J. Die Geschwindigkeit wird ebenso wie durch die Konstante dt ; 

K. \Vim,.statti:k, (k ()rri;NHi:iMi:K mul \V. J^riani-i/r Ztsthr f. piiysiol. Chem. 110 
foijol; R. \Vn.i,ST.\TTi:R und W. Stiuhki.T, Zt.sehr. I. physiol, V'heiu. iii. 15; [1(^20]. 

') Jourii. eheiu. .S(k'. 57, S34 f iSooj. 

•) Jtnirn. Am. ehern. s<h'. 30. u. 1 «;o4 lux>''<l. 

P nÜK'hem. Zt.sehr. 21. 141. mul /war S. 256 l 

‘) I.. Micn.Kia.is mul II. D.wiosohn. Rüxiiem. Ztsehr. 35, esf, I,. Micli.via.is ui. 

M. M. Mkntkn. lÜtK'hem. Zt.sehr. 49. 444 fioi ;); L. Michaklis. HitH-hem. Ztsthr. 60. 01 (loia* 
p H. V. Fri.i:R, F. Lini>h»:rc. uiul K. Mkcanokr. Zeit.schr. t. physiol. Cheiii. 69. 152 ( loc 
II. V. Fn.i k und S. Kcujikrc., Ztätsehr. t. physiol. c'hcm. 7,3, 44; (njn); II. V. Pr i.i-.K ur 
(). SvANBKKt;. Zeitselir. f. physiol. Chem. 107. 2(>t) [ioi«>|. 

M P. S, llrDSON, Jouni. Am. eliein. s<k\ 30. ii(x) H. v. Lr iXR mul O. wSvaxbi h- 

Zeitsehr. t. physiol. Chem. 107 :(x). und zwar S. 275 [1019]. 
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in«)noniolvkulart*n Reaktion aiah au^^tHlnickt dnrvh die Zeit bis zti eiitcin l^estiininten 

(•rad der Spaltuni^ Wahrenil II v Rt i.i:k und O S\ anhi:ri; ‘ in ihren letzten ArlK‘iten 

andere Maße einfuhrteii (Aktivitats/ahl, InveiMonstahi^keit), /.iehen wir es vor. in 

dieser rntersiKliun^ «len ansehanlielien uiui am K^-nauesten iHstiinndiaren Ausdruck. 

die Zeit bis zur o- Drehung, anzuweiulen. l>a unter >;eeii;n< ten lledin^un^en der In- 

vertinwirkun^ k annähernd konstant ^efumlt ii wiid, so kann der Zeitwert ' aus der 

logarithniisehen Kurve mit wenij^i ij Mes>un^en ode r einer ein/ij^i'U entnommen werden. 

mindestens für den Hereieh von io t)is So*’,, Spaltung. 

Ik'X Invertin^elialt wird daher >;emaß di r baileischen hetinition* <luieh die Zeit / 

in Minuten ^eniessi-n. <lie K ^etfiKkni te liefe «wler «ler ilit sei Menj;»* entsprei hende 

Atiszu^ oiler o .()5 K Präparat bram hen, um bei 15,5 4 v; R<du/ueker in Z 5 ci fn 

I.osiin^, die I "o NaH.lV)^ enthalt, /u 75.75”" /u spaltin, namliih s(» weit, daß nach 

Aufhebung der .Multir<»tation «lie hiehunv; für I) o ist 1 >er Minuten- o<ler Zeit 

wa rt des Invertins i-^t. <la er "icli auf ^h iche Troc kiUKi " ii hte (0.05^) be/.ii-ht. das 

Maß s<-iner Kon/entration (/ H in <ier Hefe) un<l siims Keinlnitsj^tailes (/. II. im 

fertigen Präparate) l'ui dii* Pxtrakte weidi ii <lie Zi it werti* auf di»* [8] veiarlH'iteten 

Iliden (Invertin aus 0.05 w asm rfreier liefe) In/okjen. so daß sit* ein Maß der Ausbeute 

1 I, ./ , /Mtwt ft ütr II« (r . , 

<larst» ll<-n (,,/< itwt rt In /o^« n aut llele . ^ H • n>(> AnslHmte). 

Man kann an« li die /eilw«'it« der In\ crtinlosunjit ri auf ihr«* Tr«« ken|.n*wii hte be- 
ziehen (auf 0.05 ;.4 Tr<H k< nnu kstand), um sie als Maß der Invertinkon/.entration 
dienen zu lassen (. Zeitwert b« z«r^« ii auf Tkk ken^ewi( lit '). l'm au« h die Un/.ym 
mengen (und bei den Praj)arat«ri die ,\usbeut«*) zu bestimmen und zu ver^lei<hen, 
wirden nach dem X'oibiM des M«n>;e'\\’ert-Pro<lukles ') dir Petowd.ise (des Per 
o\\ (lasi wertes ' ), mit derselben Absj« ht wi«* O SvANiu.ki, ) «h n ( »esamtsact harasi* 
mhalt dunh <li«* monomolekulare keakti<»nsk«)nstante multipliziert mit «lern Total 
v«flumen <l«r I.<»sun)4 difiniert, /w«'i Ausilimk«* «in^efiihrt .M«*i4;e Zeit -Produkt 
und Men i;e Ze i t - iju o t ie n t lusteies ist die Z<'it . die zur In\ ersifju de s Rohrzm kers 
bis auf 73-7S "<' erforderli« h w äre, wenn di« ^c'-amt«* Paizv inmein^e unter eien an 
Kej^cdxmen Hedin^unv;en auf .4 ^ Rohrzucker in Z5(« in « inwirki n wur«le. Dit Men^c 
Zeit-Quotient (M.Z.iJ ) ist der reziproke Weit, ist PaizymmeiiKo in einer konstanten, 
willkürlich gewählten (iewi« htM'inhe it aus^ednu kt, iiamli« li «ler Quotiiait des in loirm 
Von Hefe, Ivxtrakt ewler Praparat wo^enen (bzw. ab^^ernesM n< n) Mate rials unel seine r 
durch eien Minutenwe-rt ^e-messi neu W irkun^s/j*it 1 riese r Wert, «ler Ivnzv inmen^'e 

■ /«ÜMiir ( phvsx«! Claiii. 107, .:<>•* iin<l /w.ir S ^ fiviob O SVA,NHi:k<, Zeitselir. I 

plivsiol ClR-n>. ie>9. und /war ? f O/Zoj 

' ZwLHhen elie-M in Ze itwi-rt nn«! «le r U-i «li-rs« llxii le-inja ralur iH stinnnl« n Konstante Ix - 

»uht elk- lie /.i< hnn;«: A ’ ' (vj,’! Jl \ la ij k un«l S K« iJ.iu Ri, Za its« hr f. phy.sie,!. Ch<‘in. 71. 

1; [loiijl* . ' 

* Z<-itM:^ir.' f, phvsiol. ehern. 69 i '«’ (ive-j; 73 (oyii), 107, f ivro). 

'I R WfixsT.ÄTTKk urvi .\ ST<>ia, d»es< Aimakn 416 /i enkl /war S /H {i'yiHj, 

') R WiixsTATTrat eliev Annalen 422. rr »»d zwar S, f 1020 / 1 ] 

ü Zeits<hr. f physu/l. Chcin. 109 z,; un/j /war S (»vz««!. 
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direkt proportional, i>t additiv; den Suniinen verschiedener Invertininengen en’ 
sprechen die Surnnieii ihrer Men^e-Zeit-Ouotienten. • 

Ausfiihrnn^. Die pufferhaltij^e Zuckerlösun^ brinj'en wir mit etwa so m 
I nvertinldsun^ aut looccin, daß die Hydrolyse zur Nulldrehnn^ ()0 bis i8o Minute, 
erfordert. [9] Zwischen 50 und 75% Spaltung wird die Reaktion durch Kintra^r . 
von 25 ( ein in ein mit 5 ccm 2n-So<la beschickte^ Rea^ier^las sistirrt, das mindestr: 
15 Minuten im Thermostaten von 20 bleibt. 

Die lierechnunK gesc hieht nach ( )‘Sn,i.iVAN und Tomuson, nur mit dem Dnti ; 
schied, daß der Nullwi-rt bei 75,75% Spaltung lie^t ^ej^eiiiiber 74,1% der en^hsclii 
l‘‘ors<'her, da wir b(“>tinimen ^e^enubi-r bei ( )'Sri,i,iv.\N und Tomicson, die in * 
dem ..jauiu' moyen“ von Hiot' arbeiteten. l)ie mit den angegebenen Prolxm c 
mittelten Nulldrehun^szeiten uml du* daraus berechneten Minutenwerte sind i: 
Intervall von 50 bis .So% Spaltuii}^ mindestens auf * _’ % ^enau (möglicher I'ehK ■ 
bestimmt ; den Hauptfehler, dem );e^enüber die \'ersuchsfehler verschwinden, bedin^i • 
die A])vveichun^en dtu Reaktionskurve von der lo'^arithniischen. 

I'jn ßeispiel der \'erarbeitunK von Hefe <o\\ die Anweiidnm; und die Hedeutun: 
der Maße anschaulich machen. In der Tab. i c-r^ibt sich aus den Minutenwert<-n 
und o.(S0 für das Praparat eine :4e,i^en vierhundertfache InvtTtinkonzentration i:, 
Vergleich zur Hefe und aus dem Rückuan^ des M.Z tj. von loo.S auf «eiS eine Invertü 
ausbeiitc' von S.57% der Theorie. 


(10] Tabelle i. l’.nspicl lur die Maße der Koii/eiil rat ion und Ausbeut». 


1 n/Muni.ili ii »1 

Mrnc 

Ntilianlmin;"/» i( ''oI'» 

Ho' 

/ritwrrt 

t. ! 

Tj.xk.ii 

/fll 

rrMihikt 

/fU 

iK-e 

,r: 

Hraiu teilu'U', jopro/Aiitiu 

0.. ke 

10.1 ; i . . ; 1 b ti ij. 

1 \ / ' 

i ' ' - H ; ! 2 ‘ 

1 ( 0 s 

0 ‘ 

DiT |.;ebil(b'le I ieb'aus/.ue . 







filtriert vied.uht 


0;^ 1 I ; »-ein ;.l' 





her uu X'eiMieli j^ewniuieiu- 







1 It'b'aus/.u^ 

' b 

■ 1 ! _• ; H U! 


1 -."1 1 , 



luviTtiuloMUi),;, ^eri'inict iiiil 







l\)nerde. 

1-0- b 

Io.< 1 2 0- eeiii 


0 ., , 1 u 

:.l.i 


luverlinlivMinc, weiter 







reinigt mit Kaolin 

1 !(x'»i'm 

23; t ; e» iu 


' C 

O.Jf. 


Invertinpraparat , . 


i;-,.' l. (mxh; k 

( . .vo 

' V 

1 ^ 



Ikispiel für die lierecluum^; von M.Z.P.: 


HI. Bestimmung des Invertins in der Hefe. 

Auf der Hestiminun^ des Invertins der Irischen Hefe Ix'ruhen die Ausbeut' 
an^abeii bei der Darstellung von lnvertinl()sungen und Pra])araten. 

Nach Jamks O’Sri.i.iVAN ' hat H. v. KruCR^ gemeinsam mit seinen vSchüh r 
die Kinetik des Invertins [i i] in der frischen Hefe gründlich untersucht und sowo^ 

' Siehe 11 . T. Brown, ('». H. Morris mul J. II. Mii.i.ar, Journ cliein. .s<x\ 71, 72, und zw, : 
S. so fi8o;J. 

Journ. cheiu. mx. 61. 507, 020 [iS»)2]. 

' H. v. PuLKR und S. Ki’U.hkrg, Zeitsehr. t. physiol. Cheiu. 71, 14. und zwar S. 20 f uc; 

73 S; und zwar S. 03 [uyiij: H. v. Rri,KR utnl 0 . Svanbero. Zeitschr. f. pln-siol. Chcni. 10 
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im riKniomoK kulaun Wrlaut tUi KiMkti.ui wu* in di-r rio[>oitioiialil,it von Wirkung 
und Menge wt itgclk luk- l K iein>timiming /wiselieii leU nder Hete uifd Inveitin 
loMingen festge>tellt !•> Ikdingte keinen erhehhi hen l iiteisv liie»!, ob mit tnlei ohne 
.ibtotende Mittel wie l'uhiol (kUi Clilnintnim ge.u beitet Winde. Im VelMuh ohne 
Anti'^'i'ticum m.ieiit >ieh du li.nung m ilei kni/i ii /eit nml Ihi dei nied< fen 'iVm 
jK i.itur wenig iHrnerkb.ii I nd lui dei Abti*tung dei HiU- i>t «s nlme binlluLb d.iU 
dureh Tnliiol eine allmahlKht , duuh Clik'iotmm »me i.i.Mhe S.iine)>i«Miukti»in in <lei 
Hefe/elle lier\ t)i gei ufeii Wird Wählt iid eben dieM i rm>t.iml du lU stimmilllg der 
Maltax ' m der Hefe imniei gelimdi it liat. winl «lie Iiivt itmu.iktum, tui du- ein 
HereU'li \ i»n />,, {,S bis S.‘> gmi.^tig i>t . duieli <lit anltieteinle S.iuie nu hl Meik 

w urdigei wei'^e nuu lit sieli kt ine Hinderung ilei Hilfnsion dei gelositii Stolle duuh 
die /illwaml bt riieikliai , die IhttM* umi aiu h dei /ni Minstellimg der ttpiimaU n Wa^'U-t 
''tolt/ahl elloult llk he rultel. »h l Ul ilk M in l'alle lu ilit ll eine Mel Welllgt l witlitlge 
Aidga}>e wie ht i der MaltaM- otlei nbeiliau|)l keinen banlluÜ hat, gelangt so i.isth 
an tieii Keaktitdutiit in der /eile, dad (hu Invertin in der Hele ebenso wirkt wie in 
w (Uiigt r hf^nng \\ lul im (hinge «ler Hestimnmng die /m kerlo^iing mit di r Zentrifuge 
\<‘n tld Heit gt tu nnt, gt iit du In\( i''ion m ihi rii( ht wi iter; al-o verladt kein 
.\nt< i! dt '' In\'t itiiu da II< te/elIe w.diu rid th r Ib aktntii. w a am li vi hon J (> Si i.lj- 
\ \N sowie ]I \ l'i 1 I K und S K(i i,hj:h<. getnmhll llaben 

Im ist iialt 'M n lan h na ht bew it '■t n, dad w iiklit h die 1k <»ba< hti te lii \ < 1 1 inw irknng 
d.ie maximale i^t , <iad (he gt •'amte I inert iiina rige in dt r tra t heii Hefe /.nr [ 12] W irknng. 
gelangt 11 \ l'd t-i id) Ix giiindet die /nveihu''igkeit der Insertinbest imimmgeti in 
liefe folgeialer niadeii : ..Mit dt'r gleit la u Menge ein und derselben liefe wirtl namlit h 
unter iibt reinstimnn lalt 11 ändert n bednignngi'n {Tem|>erat nr , At iditat iisw.) die glejt In- 
Invt rtasewirkinig er/ielt. unabhängig davon, ob di( Zell« 11 dnrt h TuHkneii entwässert 
wnrdt ii oder dnit h Tolia»! b/.w Clilou»forni an Znwat hs und (hirtätigkeit gehemmt 
wurden, oder ob tlie Hefe friseh /.nr Ainveiidnng kam '* Ha es uns aln r gelingt, bt-i d« 1 
l'\(;snane dis Iriveitiru aus der Hefe unter ge\\ issc n Htdingnngen anwaeli.seiide In 
M-rtinwirkung /n lu-rtbat hteii Nii la- Ab^ hnitt \'I), so durften wir die Neirbildung dt '. 

I*ji/yms in der abgt 1 t»tt tt ri Hefe na bt tnr ^ither halten, ohne da- Ih stimmimg darauf 

nat h/njtrnlen, ob >ie den m.iximalen Wert ( igibt. 

Hie Hestimnmng fnliren wir stets nritt r den Ht-ilmgung' ri dt r /eitwi itdefinilioi. 
aus, tia Abänderungen, wie sie m tien Ibilers< ht rr Hntersm Inmgeri liairfig Vorkommen 
den V'ergleit li ersc hweren. 2,r>o g fri^the Hefe, dert 11 Tro< kt rigi wie Irl l>estimmt wir»), 
susjK'ndiereri wir in Wasser und tuingen unter Zusatz von Tiif fer trnd gewohnlit Ii von 
etwas Tolnoi mit i(;g Zucker auf rocMtrn, Zur Sislit rimg der Hydrolyn* (in g^tcrii 

i''/. uml /war S i<,; u. 211 (no d; 106 /oi, untl /war S, H V. Hr r.Kk und h Jii.ix, 

Zc iLsilir., f jdiysinl. Chein. 105. 'hg un<l /war S. >s u u/i ( iryi<y|. 

' K. \J iixstattkr untl W St» iru.r.T /xitsehr I j.liwsi/d Clain. in. 157 (i*//t>j. 

'■ Journ. chcni. v»e. 61, fi "//]- 
^ Zeitsrhr i. physit»!. Cheiu. 71, H'oe! 

’) II V. Id r.FK '.eitl H lirax /xitsthr f, phyvH/l tlieni. 105. (i'/i'd- 
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mit 5 ccm Soda) zci^t sich, wie J. Mkiskniikimkr. St. (»amhakjan und L. Skmim-k 
ijcobachtcf haben, die Soda Ix-i der Hefe nicht ausreichend; man miiLi möglich-’ 
rasch von ihr abfiltrieren. 

Die rds Ausgangsmaterial für unsere Präparate angewandte Hefe der l.öw. n 
braiierei in München war infolge der ungünstigen \’er,''orgimg der bayeri.^chen Ibei 
braiiercien im Faiz-vingehalt schwankend und gewiß nicht besonders günstig. l)i. 
Invertingehalte ))lieben zuruck hinter den von H. v. und S, Kri.i.UKKO i:; 

mittelguten schwedischen liraueri’iheten bestimmten (Minutenwert 140). ln den uiii 
fassenden rntersuchungen [13] von H.v. IM i.KK und t hSvANnKUc.') über ..SaccharaM 
gi’hall uml Saccliarasebildung in der Hefe“ wurde für zwei im Stockholmer babor.i 
toriumseit bzw. 1017 bearbeitete- Heteii bemerke nswerte Konstanz der Sacchara-e 
Wirkung bei gleicher X’orbeliandlung lestgestellt. Indessen arbeiteten IM I.KK unh 
Svanukrc,') in praparativem Maßstab auch mit Ilt-feii von viel unguiistigi-rem Invertin 
ge-halt . bei ihren Darstellungen von Invertin nac h .\nreic herung des lMiz\ ins in dt ; 
Ib’fe war de-i .Minuteiiwe-rt der ,\usg.ingshefe .p)o und wurde durch ihre N’orbehandluiic. 
mit Zucker und Ammonphosphat auf <)<» gesteigert. 

Hefe der F<»\ve n hr .nu r e i in Munelu n. 


•Nove-mhe-r i';iS . . . . 

De/e-inher i</i.s . . . . c;'» 

Mai i<no :•>>. O’S us ;; ; 

Juni loio S'C 1 

j uli i<0'; I' X ;>/<'. es, , ; , 

August i<H'^ w’S 

Oktober lolt^ . .’S. • ;j.s, js, >, ,ij, ;e, e o ;S(>, 

Se-elisw<K‘lu‘!itlielu‘ ( iarpau.se in den Braut reien, 

I )e'/e'iulur KU«; 

Januar iw.’o Jic j ;; 

l'Vltruar n^jo jy 


I'iii zti jirtifen. ob die Invertinwirkung der Hefe beim Zersttiren der Zellstruktur 
ansteigt, zerrieben wir die Hefe aufs gründlichste mit vSeesand. In derselben Absicht 
hat .schon J. O’Sidj.iv.VN ’) eine Reihe von Versuchen angestellt. Kr zerrieb ohne Sand, 
nach N’erreibeii der Hefe* mit Wasser, wobei viele Zellen zerri.s.sen wurden, stimmte’ 
die Invertinwirkung mit der vem unversehrter Hefe ülx^rein. Durch \'erreiben frischer 
Hefe ohne Zusatz von Wasser wurde die Invertinwirkung wesentlich geschwächt 
Die Hrklartiiig dafür liegt zum [14] Teil in der Austroc'knung der Hefe lx*im Zerreiben 
unter diesen rm.stiinden; tnxkiie Hefe entfaltet unter den Bedingungen der Invertin- 
bestimmung in l'rischhefe nicht die volle enzymatische Wirkung. In un.seren \'er 
suchen ließ das mikroskopische Bilil keine unversedirte Hefezelle mehr erkennen 

' Biex'heiu. Zeit.selir. 54. ijj. uiul /.war S. 14-' (mpd. 

-» Zeit.schr. f. physiol. C'liein. 71. 14. und zwar S. [loio). 

‘) Zcit-se’hr. f. pliy.siol. Chcin. 106. _'oi (loUi). 

•) Zeit.schr. f. physiol. Chein. 107. [noo]; O. Svanhkrc» Zeit.schr. f. physiol. Chein. 109 
[10:0]. 

Ü Jüiirii. chein. soc. 61, e).'0. (iSoj). 
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liic Invcitinu wai ihii\h ^la^ /riuiU ii niihl htiinlliiüt ( Tai) 2 ) I>a> naiiiliclK' 
U'iiM IkliaiuK lii iiht i laitl, witlx-i dir /rlh\aiidr nii lil /i iiisM-ii, 

dir Hrir .dnT Vrrlhl^'«il;t \M»idr 
u llrfi- wtUtlrii mit 
K» >4 Srrv.ind lll riliri Iliattrll 
iNa/rllanrril>‘'V iialr ;<» hl- 
.^5 Minutrii uiitn /.U'^at/ \ ou 
i twa^' Tdliinl M-hr kialtiu /n 
nrl>rM. I )a- i irnii^rh w uidr 
dann in rinm mit i js ri ni 
;j pro/ Ziu ki i lo^mi'^ lir- 
M lurktril J v' ^ MrlSkiil 
Ih-n n)>ri‘ 4 rs|)nlt , ’^riian rnt 
'«jiTrrlK nd <lrn ;;r\\<>hnlu ii( n 

Hr'>timniuni;^l)rdinv;un;;rn. Palu i wai da^ \ nlnmrn <N s Srrv. ind» '' in Krt hnnn^’ /n 
''i t/.rn, was I nir kU im- l n^rnaniv;krit mit hia< liti- ha mn li drin Si'^tirim mit 

Stnla dir Idltratioii ant Si liw i< ri^kritt n ''tn-L'*. wiitdrn nntri !•, Inhalt iniv^ dri Itr^^tim* 
imiin;^)K dinv;nir^rn i<H)i ( in mit 'l'alk und '■paniM liri Klairidr yaM hnttril und .ml 
rinn Nut^rhr <luiv h rinr Talk^. hl« llt llhrf l’lll Ilrl)>.lpiri .ih^trv.my’t Sn rlllirll m.in 
'rlir r.i"» h kl. irr I.n‘'Un;:rn fnr dir l’i)larn.itinn 

(15] hM-t rnikni tr Urlr, H V Ih i.i-K iiinl S kri.i.Mnn.' Iniltni tinlni )»ri ch 1 
va-rMrlitiy^rii Ikit w .issciiiiiy^ <lrr Ilrtr rinrii Km ky^aiiy' dn Invnt inw irknny; .ml rtw.i 
dir H.ilftr Ih-oImi lltrt Sp.ltiT .lllLVltr Mrll I'd I.I.R dahlll, daL' illlK ll dir Tln( kllllin; 
dn }'ai/.> nii:rhalt ni< ht IxM-inflnL'tt wn«lr. 

Ivs tidiltr hislu r rin \’rrf.ihrrn, d.is Invritin in y;rt rm knrt«n lirjr /n la st iininni, 
waN fnr dir y;rw<»lnili< lini Tinrknilirfm liw n riy^n i^t .als hri l-rist Iilirir Jfrir, 
dir diri 'l'ayir an <h'r Imft j^i trmknrt wmdrn. K**h l»rini )*d\t i.diinrn nntri Znsat/ 
vnii Tnlnol S '/’o drs Invrrtiiis an dir waCiiy;»- I.nstiiiy; .ab (Anhang Nf. ^b) , in y^nnali 
Inirin Znstamh* rry;iib sie unli*r dm lirdiny^iiiiy^rn dn Jdisrhhrfr.analysr mir '/A de r 
/.n riwarte-mlni Invirlinwirkum^ (Anliany; Ni. S) 

Dir lirstiimnuny; aniialirrnd dnr« li y^rnndlit hst<-s \ rj;nbrn mit Srr^aml, 

fnr I lirfr wurden I*) i^rrs.ind any;<*wandt, ‘ bis i Stnmk' rri« litr nie lit (vy'l. 
Tab. p, die Werte stieyjen bis zu etwa jstmidiy^nn \’ernib<‘n an. ■\nrlj dalx i wureleii 
die theoretis< heil Werte nirht mit Sirherlieit y;anz < rr< i( lit Ik i d« n am Vf>rsi( htiv^stm 
K‘“trrx kneten Hefen e s y^ewiü I tiffere n/a n (Xk-rsm li i und z d< r Tab. p, die kaum 
der Methfxle zur I.ast zu ley^en sind. 


' ZcitMlir. f. pliysinl, Chein. 73, ■'■i. »md /Mur S fmiil 

* H. V. Krij:K uiul T. biM>si:K klieinie <ler H< k- und <l<'r alkotudisrljen Diinniy' D ip/i« 
mi: S H;; IJ. y. Keuik und R. Rux, Zaitsihr i physiol klnin. 105. 1, und /.war S jn; (m/Iv). 

5 Da» ViTkkdx'n der Hefej< llen wird am 1x-st< 11 Ix 1 drr Krausi - J r<x knuiiK vermieden; ’ 
Drolwn vr»n flerartin j/< trixkru len Hefen verdaiiktm wir der l'reunellielikeit den Herrn 
l'roi I>r. OiTKNin iMKk 
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Tiilx-llf Invt-rt iiilK'stininiuii}' in ^elrock lutcr Hilc. 
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l'.s (lait alu-r >;i-f<)l>;crt wi-nkn, <laÜ du- Ilt-k“ In-i vcrsrhicdi-iiarti^iMi Trockmiir^t • 
koiiic AiKk'nui^^ (l(‘s Iiivcrtiiiy^i'haltts und auch kc-iiu* Scliadi^uii^ dc-r c-n/.viiiatisclu 
Idnrichtuni; crU'iflft , die l«‘iin Ivxtralufrtai [i6] die I'R iU-^^iuii^ und da'^ [.öslichwi-rdi • 
di'S Iiivi'rtins lk‘rlK‘ifidirt (Ahscdinitt \‘I). Trockmuij^ hei K'o wird ent\^e^?cn di 
Literat uraiij'ahoii ' nielit vertraKeii (v^l. Ahselinitl IV). 

IV. Kritik der Methoden zur Isolierung aus der Hefe. 

I. Has W'esen des 1. ds u n ;4,s v o r ^ a n e s. 
nie Methoden /.ur Darstellung von Invertinlosiun^en aus Hefe unterscheiih 
sieh wesentlich darin, oh der Zellinhalt ohne en/.yinati>ehen Ahhanvor^an^ \’on d« 
Zellwanden, voti den festen und unlöslichen Hestandteilen der Zelle ah^etreiint nd< ' 
oh er durch en/yniatische Reaktionen chemisch verändert wir<l. ehe man ihn \o: 
den Hefeüherreslen entfernt. 

[17] Zur Isolierung des Invertins ohne enzymatischen Abhau wird die Hefe entwedr: 
zerrieben, mit Wasser an^eschiittelt und filtriert {!.. MiCH.\i:i.is) oder zerrieben ini 
ah^eprelit (J. MKiSKNUiaMKu). Diese Verfahren zielen darauf Ihn, durch Zersti^ruii..; 
der Zellstruktur das Invertin, das die lebende Hid'e nicht an Wasser ab^ibt, in Ihisuii., 
liberzutühren. Die Kri;ehnisse sind stets unbefrie<li^end, weil sich das Invertin in so’ 
ehern geschützten Zustande oder derart mit hochmolekularen orv;anischen X'erbindunK^ • 
vergesellschaftet vorfindet. daÜ es nicht wasserlöslich ist. Die Methode läßt sich m.: 
dadurch brauclibar gestalten, daß man mit viel größerer Versuchsdauer, z. B. durt . 
lang fortgesetztes Verreilx'ii. wolxh die große Konzentration des Zellinhaltes und di 
gelinde Hnvännung durch das Reiben den enzymati.schen Prozeß be.schleunigt, da' 
Wesentliche der Metluxlc aufgibt und sie der Methode, Invertinlösungen durch enz} 
niatischen Abbau darzustellen, nähert. 

Die Methode, durch enzymatische Abbauvorgänge das Invertin frei und löslic 
zu machen, läßt sich so gestalten, daß die frische Hefe unverdünnt der langdauerndc 

’ Nach E. BrcHNKR {Her. d. d. chetn. (Ws. 30, 1 1 10. n i j wird Invertin ..der i Stiiii' 

anf 1.45^ erhitzten Hefe n<X'h in wirksaiiiein Zaustand mtzt^gcn“; das gilt gewiß nur für eim : 
Bruchteil. 
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Aut()ly?<‘ ulxrhiSMii <^Sm,i iva\ uiul !■. W ToMrs<»N). iulrr »I 4 Ü >it‘ ilalK*i 

unter niaßi>:er Verilunimni; nnt WasMi «!er Wiikun^ eims antiMptisclien mul ah- 
tuteiuhn Mittel^ unten\<utni wjiil (C S lapul a\itnl\>isP NelHnuin.staiule, 

weU he liie 1’ ri ile^iiiiit; iK”' 1 mi/\ mis x i iIh-'-m in k'»niu n. '•iiui ilaln i einciM its die Trin k' 
min;^, andreiMil" dir Wrfhr'sr^iniv: dn Hrfi AuL^idrm lH‘<d)arlitrn wir (»ft als 
Nrl>fnrr''ehrinu!i;*: de- l.n''iini:sV(.r; 4 an^r'- « inr Zunahnu- an 1 iim iI inw iikniij^ in dri 
ah'^rtutrtrn Ilrfr. MHiiit w ahiM lainlit li Nrii)>ildunv’, »K '' Inxfitni" ans rinrin 
Z> nu*v^<'n 

Ihr H('ir\'rrflnssi;^un;^ duuli alitutrinlr Mittel iHilrutrt und luwiikt an sirli kriiir 
AhyaU dr" l-ai/vni^ an \\ asM i I nd jr nach drin dahri anyrwandti ii Zrllyjft w« td< n 
dir i n/\ rnati'.t ht-n \ Oi-.mi^c \ cisrlnrdc n (18] urKätrt. s<i d.iÜ nac h nns< u r Anffassini^ 
dir clinnisilir ApjMiat dii In\ ntinfnilrj^nni; mtwidrT pMlinnt (Tnlnol) odri yv- 
^c hadi^t wild i hA''i^:rv(i r ! . dahrr ist nur nn ristrini Iddlr dir duit li I li h vri llnssiminv; 
iKsrlilriini^^tr AutolvM- für dir I n\ a rt in;:i w inmiii;: hraiu hhai Ivs /ri^t sic h, daU ini 
.dl;^rnirin( 11 rii/ \ inat i-^c Iirii l'ioli>j>la''inaal)l>an 1 in l»rst iinintri, rin/rln /n hrrin 
lhivs<-n()rr \'<»r',;aii'^ iiitlialtrn i^t dn dir l irilrv^unv: des Invntiiis hruirkt. 

Sonnt i^t (h r ]an;;''ainr 1 Un^^an:.'. ih-v In\( itnis ni hosiin^ aut s, inr l,o‘'t rniniin^ 
.ins rinn ln s<,n<lrrrn \‘nank( i tut;: nitwrdc i dun li c hnnist hr Ihnduii;: i>r|n durc h 
Advnr|iti"nvaliinitat o<h r w.iIum hi inln lin ans rinn hrsondns ;;rsi hut/,trn I.ayj* 
/unu k;:< f idirt I )irs,- haklaiunv: dmttr .nu h an du* Strlir dn Si hhiLUolj'riuii;: zu 
•rt/rn H in dir \ ot ktit/nn < > !s\’ AMiiani ' aus seänrn X’nsuc hrn tilx i ih n I,i>stiny,s 
vor:^anv: des Iii\t rtiiis hri (ln Anto!\ sr von Ilrfr Kr/,o;;rn hat ,,l )rni irlati\' lanv:sainrn 
I d>rr*^aii;: drs ]*ai/ \ ms .iiis drin Ilrjrlui i in dm Salt rntspiji ht drsM ii ^'[lolh's Molekular 
j^ruii ht und lan;:s.inir l)ilfusion' 

Maiu lire s< liriiit dafür /u spu c hnj, dal'» du* Hindun;: drs IiiM iliiis m dn Ilrh- 
wie ( inr rliniiist hr ist. I )c nn an Kohr/urknlosun;: wird von der liefe kein Invntin 
ab;:r:*;elH-n, wahre lul wir das Tonndradsorhat des In\'ntins diiiah Kohr/iu ker leicht 
ijuantitativ /rrlry 11 koiiiu ii /Kap H, AHm hn III, >,) 

Ihr X'orlH rriluir^: der Ilrfr für du- I*Atraktion dui< h 'rnx knun;: is>t wntlos. 
insoweit sje- durch Koa;;ulirrrn dn hawriHstofh- das I.os<n (jrs Iiuartins nleichtnn 
soll. Alnr die Trocknuii;; kann die Anflosnii;: des Invertins hrfordmi, /iiiiial dir 
en/.\ inatisi hni \'or;^anK(' wahrnni ;:ruiss4 r 'J'roc kmin;:i'n stark nnset/rn, Ihr /iir 
'i'rorknuii;^ und Koa;:uIation (hr haweiCkorjeer an;:rwafulfrn hohnj Tnn|x'raliirrii 
(K. SAr.KoW'.sKi und .M. Haktip [19] smd unzailassij^» Auch das Kon^^uliereji (Irr Hrfe 
{»roteifu* durc h Alkohol (W . A O.srsou.M:) ist nnnut/h«h TrcKknnn;: der Hefe und 
daraiiffol;:nidt's Auszirheri mit W'asM-r kann hramhbare Invertinlosnji;:en liefern 
(\\ . I>(>N.VTii, Iv I'isCFii.K. II ha r.nuj. we nn Si )iadi;:iin;:rn (höheres Juwarmen, 
Wrweileii in w asserhalt i;:em Alkoliol) ve rmie (h'n mul das Ausziehen (Irr Hefe, was 
iKachtet WTrden sollte, unten Ih'din;:un:*;( n (h s eiizyinatise hen Abliaues und mit 
nu;:end vjreaßer Zeitdauer v'or;;enoiTHnen wird. 

' Z<'itMhr. i pliysiol. Ciuin 109 71 

'»5 
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Neben <leii ziiiii L^jsen des Invertins nötigen enzymatischen Vor^a4gen ^eht-n 
einher proteolytische und amylolytische \'organv;e, die nicht den Invertin^ehalt, alxi 
die Zusammensetzung und Brauchbarkeit der Invertinlösun^en beeinflussen. Tein 
peraturerlinhun^ besclileiini^t die t Ix-rführunj^ des Invertins in bösun^, wirkt alni 
un^iinsti).; auf den Reinheits^ra«! der baizymldsun^. 

Nach den ini folgenden mit^eteilteii lufahruiiKen ist die beschleunigte Autoly.M 
nacii C. S. IlrDsON (auch sc hon ohne die weiteren \'erbesserungen) das gunstigstr 
von den beschrielu-nen \’erlaliren; es ist ra''ch und liefert große Ausbeuten und reinen 
Losungen als die anderen Wrfahren. 

I 

2. \'erhalten lebender Hefe gegen W asser. 

Wie schon J.\.Mi;s O Sn. i,iv.\N ' gezeigt hat, gibt gesunde Hefe kein Invertii; 
an Wasser ab. Auch H. V. hh i.i-k und t ). Sv.xnhkki; * kamen zu diesem Resultat 
als sic* Hefe f» Stunden bei 0 mit tließendem Wasser behandelten. l)ie Hefe z.eigti 
dann dieselbe .,In\eisionsfahigki‘it“ wie zuvor; allerdings könnte Invertinverhn* 
durch Neubildung kompensiert sein. Ha Iv S.M.KowsKi ' .sein \’erfahren, gummi 
freies Invertin darzustellen. auf [20] die vermeintliche Abgalie des Rnz.ynis aus lebendi i 
Hefe gründete, so prüften wir in dieser lUv.ic’hung <las \'eiiialten frischer Hefe. 

Preßhefe wurde* ohne besondere Ri*inigung mit dem Sfaeüien (b wicht Riswasx i 
angeruhrt. Nach ; Stunden enthielt das Wasser (,: j) und nach 45 Stunden (untei 

baskühlung) 5% ( J) vom Invertin (Anhang Nr. 10 und ii), 

b'ine zweite Probe* von Hrauereihe*fe ruhrte*n wir mit dem dopjeelten (lewicht 
Paswasse*r an und hielten die Te*mperatur wahrend <le‘s \’ersuches bei \ bis 4 . Ha- 
Wa.s.ser e*ntliielt nach S Stunden i.S 1% und nach jt» Stunden ebenfalls I.S : i 
vom Iiive'rtin. In die*sen Pallen waren die angewandten Hefen nicht frei von ab 
ge'.storbeuen Ze'llen und die Piltr.ite nicht ganz klar, sie enthielten eine kleine Anzah’: 
von Hefe/.ellen. He'r \'erMich bestätigt, daß lebenele* Hefe kein Invertin allgibt. 

Hii* Ib'le des 2. \’ersuches gab bei 25 bis ^^o unter sonst gleichen Bedingungen 
in 24 Stunden 10% ihres Invertins an das Wasser ab, wobei die Hefe schon etwa- 
faulig zu werden begann (Anhang Nr. 12). 

4. Invertinlösung aus kurz zerriebener Hefe’). 

Nach b. Micn.VKi.iS') wird Preßhefe mit Sand verrieben, indessc'ii nicht so voll 
kommen wie zur Zymasedarstellung (hier 2* 2 bis 3 Minuten für 300 g), und dann 
3 bis f) Stunden mit Chloroformwasser ausgezogen. Wertvoll ist der Vorschlag, di< 

* Journ. clu'ui. .stx*. 61. 50J; fiS<i2l. 

- ZeitM’hr. f. physiol. Chcin. 106. 201. 230 [lOiöl- 

’ Zeit.schr. f. plivsiol. Chein. 61. 124, und zwar S. I2'> [imx>]. 

') Vgl. Ahsdnüirvil. 

') ßkx'hciu. Zcitselir. 7, 4SS [ nxv/oS] ; L. MicHAtxis und M. Khrenrkich, Riochcni. Zeitselu 
10 :S c [i<x>S) ; b. MiCH.VKi.is in Abderhaldens Handbuch der biochemischen Arlieitsmetbodt: 
(oHo). IH.Rd., S. ;. 
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Iiiv i rtinlit'jun^tn mit K.iulm /u kUtn n uml von l-jwciß /u In tii ivii. yoll>tamli^ 
44clin;*:l allt-rtliii.;'' <lk- IK M »U i ißknijn i a\if du m im nulit 

Ul) Aus dvii «juanlitatu I n Ani;aU ii kami mau -i ldivlU r,, daß du* l^xtrakto na» li 
MiCHAI MS (Zillwvllr rlW.i ii“«! l»ix Ihuh)) S 1>I'» im »vJu lui \\ tlM‘ i^i'j^t’U lo“ü \om Ilvtt'- 
inwitiii mit haiton 

N«H.h unj;un>ti^;or i^t du \<>i^vhnlt vi>n T. Iti kikanp imd I* Thomas’, tlio kui/. 
ZciiioIh uo Holt- ’ : Stuiido lau;; mit loim in \\'a‘''--i i .m^'/u/u lu n 

\ I n \ (• r t ni 1 o V II ij n > Holo)>n LU.ili 

J . Ml isi;mii iMi.K. Sr tT\MU\KiAN und I.. Si.mi'i.k tuid» u iu doi I i.ii'-tollnn^ 
i\vs Invoitius aip dom Ihu lmoiM lioii Hol»-|>ioUvaH don \ oi/u^’, ^;ioLU i Solml•lli^^koit 
uiul iiolu r maiislH utou l-aiu Komiv;un^ do'^ an ■.;i nuuu ii IdwoiÜkoi j»oni loii ljoii 

TT.i}iarato>, <iio dou W ort um 50 Im^ ioo“„ \orl»osM it. und duioh l'alh n di-t l’iotoino 
tmt '^1. huofols.iuii odor ( )\al>aiiio oi/iolt. Da «juant ilat i\ o An^ahoii ul>oi dii* In\’oilin 
wirkum; do" riolKaftv ^ lolilou, kann man nur <in li< *'timmui4; \<)n < >. SVAMuanD 
antuliion. di r d.p W rfahron aut m-hu' lM M)niK is < n/\ miou hon Iloton anwamlto, In 
<iio^< Ul I'allo intliiolt doi mit Kaolin ^‘aoinii'to I loh pioiKaft ‘V’«* \ oni Im\ oitiiiKchalt 
der IJofo. da- rr.»)Mrat oriouht* don Minutonuoit 7.S 

V I 11 \ o i t 1 II 1 o u n au*' T i k o n li o i o n, 

./i \ iTjiihrm \<>n I .s<</Af'.» sAi mui M. Hatlh*. 

Das Wriahioii Ixruht darauf, <lat» Imiiu lühil/on <lor Ilojo aut loo ,,das Hoio 
fivvoiß zum \M itau*' ^roßlon 'roil in oinon im W'as-'Oi unlosluhon /u^tand uboij;fl)t ; 
außordom al>oi uordon so dio Jlofozollon /arn^srn um I [ 22 ] das l'ormont iloj hisomlon 
Kraft (h-N W’asM'is /uj4an;*;lioh ^oinaolit '. 

Kufttroi. koiio Ilc-fo, dio don unvoiamh rton lin/ ym^olialt doi trist hon bos.iU, or- 
Asarmton wir aut i<>o nur ; Stundon, Dio Ih-vfinimunK duroh st undi^^ts X'mroibon 
trj;ab (Anhaiir; NT i p nur iiikIi .\h% vom ur-'juimpliohon Invoifin 

ITir <la^ Mxtrahioron \surdo naoh Sai,K‘>wski und IUkth b Stundon aut J05 bis 
Iio orhitzt. ])io Au"!« uto in <lor Ia»sunv: (<lio ^patoion Sohadi^;nHr;on, dio das \'or- 
fahron lK-<linKt, IdodK-n außor Holiatlitj v\ar (Tab. 4). W’iohliKor ist hior, daß 

Jdor Ilofonukst.ind vorn Tiltrioron na< h dmn droitaKiK' H I^xt rahioim dos \’( rsm hos j 
)ötx:li ^()\ (Anhang Xr. iS) dor ursprun^lii hmi Invorlinrnon^to onthiolt, d i. fast droiinal 
©lehr als dio InvorlinliVsun^. ITitor donsollMii ITnslamlon ^olx.-n dio sthonond ^o- 
trtxknoton liefen mindestens (h}\ <1os Invertins frei. Das fiir dio IToile^unj; des 
pHV ertins wii hti^u» ITizyrn hat ikh h rnolir aK (las Invertin M lb‘'t duroh das Krhitzen 
ijgelitton. 

' ()uidt* de Chiinio hioloj<i<jno I’aris S -i/- 

' UkK‘hc-n). Tk-itM-lir. 54, !'»> (i'yid- 

’ /a-itsthr. f, physkd. Choin* 109 o;, iiud zwar S yf, (i'yzoj. 

‘ M. IIakTH llcT. d. d, ohotn 11 j; j f'S;Sj, 1,. Sai.Kowski, /aitsihr. f, jihysicd, Cheiu, 
31 ;o5 (ivaij; 61, I.’4 
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k. W lU^STATTKK und I'. KAtKt: 


Talnllc I iivertiiil<)sungi*n au*» Truckcnlic tt- \oii lu; 



Minultu 

Vfrfuhrrn I itraliirroi» wt ri il< t 

ll.fr 

Miuiilrn 

wert dr* Invcttia 

.»iilhrrie,- 

Pr.'/ 

.lUt HHr 

haste ffelt iiprohe (.Anli. Nr. i.j) 

a) jj .Sluiideii U*i Ziminerteinjxratur t.i 

lOsix' ea. 


h) 2 J Stunden Ix i 

1 0« X ' ea . 

Zweite Ileh iiprohe (Aiih. Nr. i 0 

J4 Stunden lu i y; i .t j;. ■ 

1 o;i , c.i, 1 ^ 

Dritte Heleiiprolx* (Anh. Nr. lO) 

j Tage Ix-i Zinniierteiinxr.ilur ^ 

; ;< x 1 i u 

Vierte Hehnprobr, zuvor mit 
Alkohol eiitwiLss«*rt (.\jih .Nr i;) 

Stunden bei ZiinniertenijHr.itur » .) 

-• J« X ' «'.1 . i 1 


1*31 h} Vt'rjahri'H von If. A.(>\borni'-. 

Mit ahnliclit-r Al)siciit wk- das vori^i- W-rtaiiriii, iiaiulieli um xor dc-ni Aus/iclu.n 
di'S Invcrtitis du' luvvt‘iük<uj)cr zu k<>a^ulk‘R*n. wunk- dk- Uck- i() l)is ^4 Stumivn 
dur Kinwirkuu^ von Alkoliul untrr\vork*n. kaue dt-r^irti}; vorbrluuKk'lte Hck- lii-krt«' 
uns, mit drm gloiclmii tk-uifht Clilorotormwassrr 7 Ta^c htdiaiidelt, nur etwa 
(AiiliaiiK Ni. K)) anfangs vorhandenen Invertins, d. i. nur einen Brueliteil (ie: 
ohne die \Orl)ehaiidlun^ in laisun^ gellenden Meiii^e. Aueli die mit Alkohol hehandeltr 
llt'fe j^dht also da> Iiu’ertin, das mu h xorhandmi ist, viel hwieriuer trei, 

c) Invcrtinb'snni^ aus AutontnKkvnih'iv . 

Entwässert man die Hefe dureli kurzes Behandeln mit viel Aeeton. "o uiht sie da^ 
Invertin wieder anormal schwierig an Wasser ah. Im Parallelversueli mit derselben 
Hefe, an der Luft getrocknet, gingen bei 15 in J4 Stunden 70.5 des Invertins der 
Brischhefe in laisung; aus der fein gemahlenen Acetontroekenhete nur l7^) und m 
den folgenden 14 Tagen bei 20 ' noch weitere ’.S*'.. (Anhang Nr. .nn, b'in X'er^m li 
mit einem zweiten Präparat der Acetonhefe iTgab in J4 Stunden bei 43 j j"« Iiivertin- 
lösung gcgeniil)er 5(p’o, die dieselbe Hefe in lufttrockenem Zustand in Lösung '^ehickte 
(Anhang Nr. Ji). 

d) hivcttin aus luflthnkviivr Hcjv. 

Nach H. V. Ivi'KKR und B. AI* rcau.AS* soll die Hefe gleich invertinhaltige Aus- 
züge liefern, sei es. daß sie im \’akuum bei Temperaturen bis zu So g sei es. daß sie 
mit überschtissigem Alkohol getrocknet wurde. 

Emu, ITschkrs’ Verfahren bestand darin, einen Teil lufttrockene Bierhefe (Typu'' 
EROiiHKRt;, Reinkultur) mit [24] 15 Teilen Wasser, dem 1% Toluol zugefügt war, bei 
40 bis 45" unter zeitweisem rmschiitteln aiiszuziehen. 

über die Auslxnite teilt H. V. Pb’i.KR ‘) in der ..Chemie der Hefe“ mit: ..I ber 
den Grad der pAtrahierbarkeit hat Verfasser Versuche angestellt, welche zeigen, daß 
aus geeignet getrockneten Präparaten der größte Teil der gesamten Pjizymmenge 

‘ Zeitsehr. t. physiol. chein. 28. . 

■ Zcitschr. f. physiol. Chem. 70. j;«;). .'82 [loioj. 

^ Ber.d. d. clieni. Ck\s. 27. 20S5 f 1S04] ; vgl. auch Zcitschr. f. physiol. Chem. 26. (x). 74 (i^osj 

M lA'ipzig 1915. vS;. 
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gt ut'iiiKii \vcrt!t,n kann Intlt-NM ii \ ahu it <K r t xtiahioihan* Anteil x‘hi stark mit 
Tvpus, KaNM* iin«l \'<'rlH‘hantllnnu tl< r Hefe ' 

Kiuf ;4iM!.iiuTt* Anv:alK- v«nj H v I-j i t K. iiiu! K. Mki.anpkr ’ \x^- 

rifht ^kIi auf eiiu- la-eli un<i vt>rvuhti^ nur mit kurzer Tiin|H*ratursteig«*rung luif 
ItHi nn \ akmiin (aN«i nuht nnti-r tU-n Holiin^uiiiien vt<n 1 \ S.vi.kowski) ^et nxkiictr 
Heft ha'- Aii'-zifln n mit der [(»fat lien Meii^^e W a^-s« i U i Zimmertein|>eratnr in 
2 «'STnniit !i lieft rtet in I'imftt I i!ei tlnreli Antnlvse dei fiist lu n liefern l.t»sun^: j^ehrachteii 
ln\ t rtinnu nv:e. t! i htK h>ten'' <les Heft t-n/yiii'- l**t\\as sj).itej ^euannen Kt’KKR 

um! K) i.i HKKr.' aim t iner ''t)lt'lk n TuK'kenhefe in i .* Stunden «lie Lt»sun^; von einem 
Vi< Ttel ihn-" In\a'rtinyelialti '- und einem Atlitel tles ('.flialle" der I’tist hhefe 

In uimt ft-n W-r'-iudien wird die AuslHiite in tänem ali<juoten 'feil tles waÜrigen 
Aim/Uin" itline Kmk'-itlit auf die ahfiltiieihare Meii^^e Ix-stimmt und auf den Zeit 
isert ilt r hetieffeiidt n I'rist liliete ht /o^efi Wii iHliainl* Iteii die 'rriK kenhefe in ys 
inaiilt'iieni Zimtand mit dnu /.elmf.u heu an \N‘a'-sei untei Zusatz xam Toluol. An 
der I.uit ;;etr«H kiit te Ilt feil liefertt ii in Stumleii 1x1 yo unv;i‘falii 70 und 7.S*^ 
(Anlian:; Nr :.j und j . m 7 Ta^eii etwa (Anhang Nr jy). in anderen Versuelieii 
Ihi in j-t Stunden etwa 7S, feiner 5 *^ 71 uml hei ISut m-I /uuk in X 'ra^<*n H;;*’., 
Invertin lArdian.' Nr J-t JV 

[es] 1 ’,^ /< iv^t ''!( h d iL» '-oj^ar die Art uml Weise des Toxkiuns an <lei ladt von erln h- 
lit hem hanfluü mt, daL* langsame 'rr(K knui4t für die I-näle-^uiivt des Invertins ^unstij.:er 
i"! al" di< laxierum; des Protopla-mazustandes dureli r.mt lies lätt wasst^rn 



1 Rti.ai)' i< 

I nv«"r iiii.tuBltrta' 


1 lei»'. »hiii h laeK'ai .»n » 1 er 

laifl 

>.:etr«*< knt t 

< I.iJk’i Iki .•». 

> I ‘ (Anh. Nr 


Hefe in ras< h« fii l,ult'tr<<ni 

<<n j 

<>' kl« trink net 


O.»*"., (Anh 

.-H) 

H.it .Un-. 



•- 

o.H ; (Anh 


I left 111 r-is» hl 111 JaUl 'ft' -iii 

\i>i) ■ 

- ti'H kn» f 


, (Anh 

.-d 


I IM < r t 1 n 1 o s \ i n ;; <! u i < li 1 a n y, s .1 m e A u t o I y s <• 


1 Me Ix -te und w k Ilt ivii^te Metlnxle in «leii llaiiden <ler ISnsther, die uhei Invertin 
I indnn‘fc:t nder -^t arlx-itet liatx-n, mt dit- 1 Mir'-teliunv' von Aus/.uj^en nac h C. O’St'ia.lVAN 
und J- . \\ T< iMi’.s< iN'i duri li langsam« uml vollkomim in- Aulolyse th i unvertlunnteri, 
s- hart ab^n pi eilten Hefe (olx r^arij^t Hrauei<*]h<'ft' war von iluieii an^ewamlf j ojirie 
Zusatz eines Antis< ]>tK ums fotler Ix i (a v;enwart von Toluol; in den Arlx'iteii von 
H \ ha ij:k, M laMuu xe. und K .Mi.i.andi k von H v ha ia.k und S, KrijjjKRf, ). 
Von H \ ]*a i.j.k und <> S\ .\nju.k(; ‘) von < ) SvamikR'. 

/t itM hr I |thyM'<l v ’i' ni 6 <j I ! i',!o: 

Z<itMlir { |>hysiol vlxin 73 (;o!il 

o Jtmrn » hem 57 n ^4 |j^'/oj 

) Zcitvlir i j>hysi»;I Ox ly 69 u jm !j';k j 

I Äitsihr. i jtljysji»l Ouni. 73 liviij 

♦ ) Zt itsthr r phyvj/, 1 . Vhein 107 fio-v] 

■1 Zeitsthr t physio) ehern 109 ;■/ (io.’*»! 
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K Wii.lstattkr und F. Rackk. 

In einem oder in zwei Monaten verwandelte sich die Hefe, ohne zu faulen, in ein 
schweres ^ell)es Liquidum ohne Gänvirkimg, alx^r mit einer scheinbaren Zunahnn 
an invertierender Wirkung. Von dieser verflüssigten Hefe filtrierten O'Sui.uvan und 
Tomp.son eine klare I^ösung, ..yeast liquor'*, die alles Invertin der[26] angewandten Heb 
enthielt. O’Sur.ijvAN und Tompson' sprachen von einem ..apparent increase“ de- 
Invertins der Dberhefe beim vStehen; es blieb aber zweifelhaft, ob nicht an dem Be 
ftinde die Ungenuuigkeit der Invertinbestimmung in 1‘ri.schhefe schuld trug. Es er 
schien zwar auch »nöglich, daß, .solange die Hefe sich noch in lelKuidem Zustand be- 
findet. Bildung von Invertin erfolgt, aber da in der abgestorbenen Hefe, in der ver 
flüssigt(‘n Masse, noch ein weiterer Zuwachs einzutreten .schien, so legten O’Se’r.i.iVA.v 
und ToMPSosr mehr Ciewicht auf die Annahme, daß die In\ i*rtinbestinnnung in friscdu i 
Hefe nicht genügend hohe Werte gab. 

Die Methode der klassischen Arbeit ist hauptsächlich in den rntersuchungeii 
11 V l*d i.ivks und seiner .Mitarlndter Iruchtbar geworden. Die Abanderungiii, dii 
vorgenoinmen wurden, waren Zu.satz eines Antisepticunis, meist Toluol, und ein» 
gewisse I'raktionierung, indem bei El’i.KK und SvAxnKKC, der in den ersten vier Tagen 
gebildete Hefe.saft verworfen wurde. Autolyse bei ;5 lieferte einen weniger wirk 
Samen Auszug. Den Reinheitsgrad der Autolysenfliissigkeit versuchten Ivn.KK uiui 
vSvANUKKi; mittels der invertinreich gezüchteten Hefe zu steigern. Die Ausbeute an 
Invertin von ()’Sri,i,iv.\N und Tompson i.st in den spiiteren Wrsuclien. fiir die übrigen- 
fast iininer untergärige Hefe diente, nicht mehr erreicht und Zuwachs nie wieder bc 
obachtet worden. Ivs ist un> wahrscheinlich, daß dir Zusatz von Toluol nicht ohii< 
Einfluß auf den \'erlauf der .\utolyse und auf eine En/.ymbildung i-'t. und daß er in 
diesem l'all die l-reilegung <les Invertins nicht begünstigt. 

Einen Nachteil bei der prakti.schen Gewinnung der Hefeflüssigkeit bedeuten 
nach H. V. Et’i,i;K und O. Svanhkkg ’ die großen X’crluste, die dadurch verursacht 
werden. <laß bei der Filtration vom festen Rückstand bei weitem nicht der gesamte 
Saft gewonnen wird, .sondern auf dem Filter ein Brei hinterbleibt, welcher [27] bv 
deutende Saftmengen enthalt. .\us i kg frischer Hefe werden nämlich nicht niehi 
als etw'a 300 ccm Saft erhalten, in welchem sich nur ’ 5 bis ‘.4 der gesamten Saccharasi- 
Wirkung der frischen Hefe vorfindet. 

ITir die ITage des l'reiwerdens und des Losungsvorganges ist interessanter da- 
Verteilungsverhaltnis des Invertins zwischen Saft und Rückstand, also die bei ideale: 
Trennung in Lösung befindliche Enzymmenge. 

Im oben angeführten Versuch von Euler und Svanukrg kann man iKrechnen 
daß .sie in der theoretischen Extraktmenge von 700 ccm etwa 50% betrug. In einen 
anderen Falle vermochten En.KR und Svaxbkri; ') aus 15 kg Preßhefe, die 10 1 Wassi.*: 
enthielten, in 3140 ccm Auszug 21.3% des Invertins abzutrennen, woraus sich eiiv 


* a. a. O. S. 6;.’. 

- ZeiLsclu-. f. phv.Mi'l. c'hom. 107. 2 ;; [loioT 
q Zeit.sehr. f. physiol. cIhmii. 107 -s» [loiuj. 
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Inv crtiiuiRii^f von «lor l'i^vhhvfo in iKr >;vNaintvn nvfvniiv''iK;kvit lH‘Uvluuri 

läi3t. Kiullivli laLit rin lrt/.trr*\‘rr'«nrh von O SVANHKkii’ auf tlrii rikTkan^ von <)(>'« 
dt‘< ur 5 |>rnn^lirhrn Invrrtins in rint ii Antoh xusaft >rh]irürn. 

T'nxnr I\rfalniinv;rn mit tlu xn Nlrtlnulr stinmirn mit drnrn von 11 . \ . 

En.Kk uIxTrin rntrr>:an^r lU aiu irihrfr von Tr«H km^t wirlit lilit h unfl'r Zu- 

tat/ \ «>n 'r«tluo! 50 Tai^r (U r AutolN x- iilH ilass< n 1 »ir )^r‘'aiii(r rntslandriU' Ilrfrfliissik 
Icrit rnthirlt \ \ oni Invntni dn lirlr her Miiiutnuvrit der lirfr wai nämlich -» 7 t». 
drrjrniKr drr IIrfrtlu,^‘‘i;^kril hrtin;^ ;SS. »llid (Ut A itwi it lM /o;.;ru auf das TuHkril- 
grwK ht des Hrfraus/inirs war (Anlian-^; Nr ;oi 

7 I n \ ( r t i n I o s ii n d u t ( li l*r m li 1 c n in t ( Autolvsi 

( in (Un Inwitm tiir die \ (>n | Kj \ni. • und C <) Sn. i.i\ .\n und Iv W’. Tomt 
S(»N* \ < hla^ciir Anwendung m dri Clri^ctim tliodt* di i Knlii/m krtanalN sr 
US] Iric ht /u^aiis,:]h li /u mai ln n, ciM t/tc C S llricvos *) die « ita n Monat dauriii< 1 r, 
lanK:-'amr Autoh sr duT( 1 : di n last hcfcn la >''Un^''Voi^aii^. lU i unter X'rillussi^uUK 
der Hefe tM'i der lirliaildlunj^ mit Z(ll^lll(II und wclii^ W’asM’I rinsrt/.tr Ihr Ifrfr 
wird mit .:U ii hem (U wu lit W'.nx r anva tovt und mit dem Zw an/’i^''!» 1 iIim "' ( U w ii liti"' 
an Toluol in rini)>a n Stundi n xcitlus-'iat und m ; Ins 5 'l a^a n sn weit aut«il\Mrit. daÜ 
du Iiu'rrtinw iikuiiv'. di s Aus/.n-^i s ihr Maximum rircu lit I la C S l!niso\ dir Uolir 
ziu krrli\ <lr<»l\ s<- nnti r Im s, .jjd^ 011 lU-dmaunv^rn midt (^<*in ln\ «•itinlo‘‘Ui 4 ', 

U |tro/. Sai I liaioM losuii;;. ’,o 1 Ix stnumtm wu. um « nu- llnu kr /wist lu n srimm 
und unx rrn W'rrtan^alM ii hri/nst( lU u. jni i iiir unsriri ln\-ritinlosun',;rn du \\ irkuil^.; 
unter d( n llrdiiii^unK’ ti dri Zeit writdrfinition uiul untn HrnsoNs Hrdin^auij^rn. 
J >i in Minntriiwrrt jo mlspraili rin 1 ludsoiisrlu i WCit vmi S.7. I)ic I lrfraus/nj.u- 
vtni HncsoN mikI daher nn^rlalir dnn li Xulldrelinnv’. '/« itrii In; S ‘ ‘ ni \’on ip Minulrii 
(< »iM rlirtri und \'on ri,^ Minuten (l ’ntrilu ir) /.n krim/ru liiu n, wählend der Ix-vte 
H uds^>ne\t lakt au'' unserer II« le < nu « iil -pm lu iule Nullilu lmnv, '/-‘ it \<ni j | « iKihl 
\'on unseren lufahrnn^:eM nix i du- Hnds(»ii -t he NUthode he/uhl -uh ein ^'r«»d« t 
Teil auf ein weiiij aiuhn- \'«'rsiu hslM-din^nmj«!!. n.iiulu h «loj/pelt so \ i« 1 Wasser, 
wir arlx-iteten na« h diesenj \ < rlahien aiil.oi^'' »ilm«- K< imtm- dei Ahhaiulluin; von 
HriisoN un«! verhrLim es ni« ht . weil du- so « rhalt« ?u n Inv< rtinlosmiy;< 11 Ix i der A‘Isorp 
' tion und Idulion ipiiisti-ar Resultate ^e^elx n liatten Alx i Ix i d« r Heie hat jeile 
; Andrruiuj hanlhili. l iiter den « i^jentli« lu-n I»« dinvaui;;* n IlrmoNs st heiiit (Ix-i ^e 
dai hier I'ilt rati<ni i di<' Ausln ute lux li holu i /.u s^ in uiul ra-tlu r eriei« ht /u wi-rden 
als in vjroderer \'er«lunmiM^ Zum Ih ispiel unterwarf« ri wir «an« und dii sellx' HrU' 
unter Toluol 7 us.^rtz «Irr AutoKse a; rnit 'j;l« 1« lu ni (Uwi(ht. h; mit «Um Zehnfa« lu n 

Zi ilM hr, i. pliy-u»l Cluni. 109 >1 [ 

■ Coinpt r« rid Ciilslx-r^' Kojx'j)ha>i‘'n i i 

‘ Journ. (luni. vh-, 49 64 59 fr''9i], 

‘1 C S Hrr>y>N und il. S# I'ain»; Journ Am «lu-m 
Journ. Am. «lu-m. 36 i f loi t' 


‘•/H 


32 ,ri fioio], c. s. iii'i>soN,‘ 



K. WllXSTÄTTEK ului I'. KaCKK: 


29] Wasser. Nach 5 Ta^en enthielten die Auszüge von a) 147 und b) 103% vom 
?rtin der Hefe. 

Die Invertinlösun^ nach Hudson, von der die Tab, 5 einige Beispiele anführt, 
et nicht nur den angestrebten Vorteil der raschen Darstellung, sie liefert auch 
Wten AuslKniten. Dies gilt für den gebildeten und auch infolge der guten Filtrier- 
keit für den praktisch gewonnenen Hefeauszug. Ks ist nicht ausgeschlosstni, daß 
n auch mit der langsamen Autoly.se zu solchen Werten gelangen wird, alx-r dies 
noch nicht oder nicht mit Sicherheit errt*iclit. 


uilK'lle 5. I n vt‘r l i n I<)su iig durch hcsehlcunigtc Aiitolysc (Ziininertciiipcratur) 
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(30I V. Rasche Autolyse unter verschiedenen Bedingungen. 

i Um die günstigsten Wrhältni.sse für die abgekürzte Autolys(.‘ kennenzulenien. 
Untersuchten wir den Einfluß der Zeitdauer, der Temperatur und der Reaktion des 
(Mediums durch Bestimmung der Zeitwerte in den Auszügen. Die Bedingungen für 
J<lie |)raparative Arbeit werden durch das Verhältnis zwischen den iKÜdeii Kurven 
bestimmt, welche einerseits die Minutenwerte auf Hefe bezogen und andererseits 
auf 1 rockengewicht bezogen in ihrer Abhängigkeit von der Versuchsdauer wieder- 
geben. 

Hinsichtlich der Autolysendauer kamen wir zu analogen lugebnissen wie 0 . SvAN- 
mCRG' bei der langsamen Autolyse. Unter den Bedingungen: 2 Teile W’as.ser, i Teil 
Hefe gelangen, wie die Tab, (> zeigt, die Minutenwerte der Invertinlösungen in 
etwa 7 Tagen zum Optimum: die Minutenwerte auf Trockengewicht lxv.ogen sind an- 
tangs ungünstiger und sie gestalten sich zu günstigen E'nd werten in 4 bis 8 Tagen. 
Bei höherer Temjxratur stieg der Invertingehalt des Auszuges viel ra.scher an, alx*r 
das \erluUtnis von TriKkenrückstand zur W’irksanikeit scheint ungünstig und die 
.Vusbeute niedrig zu bleibtni. Für die Bestimmungen (Anhang Nr. 42) diente dieselbe 
Hefe, deren Mimitenwert 300 betrug. 

' Zoitschr. f. phy.sü)!. Chein. 109. 05. (lOJoj. 
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Talx'llc lU-schlcuui^tt* Autolyso bei -’o^' uiul ;(> . 
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(31] Die (iescliwiiuli^keit des LösunK^vor^an^es ditferiert Ihu vi isehirdi iieu Hetc- 
jjrolxii erheblich. Wahrend im Versuch der Talxdle in einem Ta^ 11".. vom Invertin 
der Frischhefe in den Auszug ülx'r^in^, betrug der gelöste Anteil bei einer andeieii 
llefelieferiiiiK (Ix'ide im Novemlx'r HjiS) 3(>%. Naeh 4 TaKcn X'ersuchsdauer y;lichen 
^K'h die rnterse'hiede aus (Anhang Nr 43). 

In der Wärme ist diese Autolysc* nicht anwendbar zum Lösen des Invertins. Hei 
^0,0 ^in^eii in 2 Versuchen nur S.3 und S.()“o des Invertins in den Au.szu); liber (An- 
hang Nr. 44 und 45). 

lunen wesentlichen InnfluLJ auf den X’erlauf der Autolyse kann man durch l*an- 
^tellen schwach alkalischer Reaktion z. H. mit Ammoniak ausüben. Dadurch werden, 
wie der \’er^leich der Iiivertina\iflosun^ In-i o* und in <h'r Tab, 7 erkennen lalit, 
nicht nur die Adsor])tionsverhaltnisse iin Zellinhalt und die Henueabilitat der ZelL 
waml geändert. Vielmehr sind die Unterschiede zwischen den Ausbeuten bei niederer 
und höherer Ternjxratur (wie auch schon in <ler Tab. ö) dadurch zu luklaren, daLl 
dir Auflösung des Invertins auf einer FnzyrnwirkiniK InTuht. Die ITeiU‘v;rm^ (hs 
Invertins verlauft bei Anwendung von Ammoniak schon bei o ' nicht wescMitlich 
langsamer wie sonst bei Zimmertem})eratur. Übrigens wird in der schwach ammoniaka- 
lischen I'lüssigkeit die lüidotryptasewirkrrrig’ sehr gehemmt; es geht inhdgedessen 
in den ammf)niakahschen I^xtrakt eine groüe Menge von unabgebautern ICiweiü über. 

Für die Versuche di r Tab. 7 wurden von je<ler Hefeprobe zwei Arrsatzt* mit Am- 
moniak allein und zwei Farallelversuehe mit Ammoniak und Diamrnonjdiosphat ge- 
prüft. Die Preühefe seliüttelteii wir mit dem gleichen[32] (iewicht Wasser rrnd 5 % ihres 
Viewiehtes an Toluol an und titrierten sie mit Ammoniak bis zur schwach alkalisclu-n 
Reaktion; der Zusatz von sc-kundärem Ammon])hos])hat iH-trng 2".. der ITisclihefe. 


Talxdle 7, Neutralcxtraktioii hei <> und . 
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' Vgl. M. Hahn und M. (»krkt in Iv ItrcHNKR, II. IJi chner und .M. IIah.v Die Zymasi - 
gäiung, München p/yb b. 28;, u<j. 
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R. \\'II.I.STATTKK Uiul I’, RaCKK: 


Die Differenzen zwischen gleichartigen Versuchen sind \m Anwendung von Am- 
moniak größer als sonst; zum Teil sind sie Ix-dingt durch die verschiedene Art des 
Zusatzes von Ammoniak. Die ganzen Ammoniakmengen, die zur Neutralisation der 
entstehenden Saure nötig waren, wurden entweder anfangs auf einmal liinzugefügt 
oder vorsichtig in einzelnen Anteilen entsprechend dem (hing der Saurebildung in der 
Hefe. Aus dem \'ergleich in der Tab. S gibt hervor, daß das letztere Verfahren 
der Neutralextraktion ra.scher wirkt als die Gegenwart des nötigen oder ülx.Tschiissigen 
Ainnioniaks vom X’ersuchsbeginn an. 


Tabelk S. ('.ang der In verl iiiauflosung bi-i rasclu in iiinl laiig.saineiii Neiitralisifreii. 
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1 .\iiax-uif 111 i’i.'» ; 

.•4 stunai-n Mut) Ini 7: '»tim'lni 

Hefe, rasi'h ainmoiüak. {.\nli. Nr. g') 


tS.O J'I 140 

IIeü\ rasch ammoiiiak (.\iili. Nr. j;) 



Hefe. laugNam ammoiüak. Nr. .jv) 
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u. 12 : 

Hetc. langsam ammoni.ik, (.\iih. Nr. ,|S) 

Hefe, laiigs.im ammouiak. (.\nli Nr ^0) 

1 ; 

I ij 11.’ 


Der Zusatz von Diaminonphosphal beim Neiitralverfaliren l)edeutet keine \ er- 
iH'sserung für den ball der allmählichen Neutralisation, Wohl wird aber bei gesamtem 
Zusatz des Ammoniaks von Wrsuchsbeginn an <lie störende Wirkung des aidang'^ 
überschüssigi'ii Alkalis, wie dii* Tab. zeigt, autgehobeii vom rhosj)hat, <las hier 
als l’uffer wirkt. 
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])agegen ist die Auflösung des Invertins unter den Hedingungeii von Hudson 
mit Zusatz nur von Diammoniumphosphat (Hefe mit gleichem (lewicht Wasser, 
5 bis io‘o Toluol und z.3"« der Frischhefe an [34] Thosphat) mindestens so günstig 
wie das Neutralextrahieren mit Ammoniak. So entstanden nämlich Invertinlösungen 
(Tab. 10) mit Zeitwerten, die zu den gimstigsten bisher beobachteten zählen. 


ralH'lle 10. l n V er t i nb».«;iing dureli beselileiinigte .Vvitolyse mit 
P h o s p h a t /, \i s a t /.. 
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Auch der Zusatz von CalciunKarlH)nat zuiu Autolyseiiansatz nach IIi dson wirkt 
i;ünstig. nicht ebenso brauclibar scheint Magnesiuinowd zu siän. 

Das Neutralisationsverfahren hat für die Auflösung des Invertins die Bedeutung, 
daß die bei der Hefeabtötung durch das Zellgift sich bihlenden v'^auren unschädlich 
gemacht werden. W enn sie auch dem Invertin nicht schaden, so erfolgt doch die Krei- 
legung desselben bessc*r in neutralem als in M'hwach sanrein Medium, was den \’or- 
gang von den endotryptischeii Reaktionen In-i der Hefeautolyse nnteischeidet Daher 
finden wir im allgemeinen (s. die Tal), ii). daß die ('.ewinnung <ler Invertinl(«snngen, 
wenn es sich nur um den Knzymgehalt. nicht um Brauchbarkeit für die Reinigung 
mit Adsorptionsmitteln handelt, unter Neutralisation günstiger i.^t als unter den 
genauen Bedingungen der beschleunigten Autolyse von IlrnsoN. 


[35] TaKlK n. Ka^elu .\ul(dy.sf unl und uliiu' Ammoni.ik. 
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VI. Invertinbildung in abgetoteter Hefe. 

Bei der Ix'schleunigten Autolyse fanden wir, wie die \ ersiu he im vorigen Ab- 
schnitt und im folgenden zeigen, öfters in den Auszügen mehr Invertinwirkung als 
in den angewandten Hefen. Dnter 27 auf rasche Auloly.se verarbeiteten Hefeproben 
ergab die Verarlxätung von 14 Brolx-n Zuwachs an Inversionsvermögen, (»ewöhnlich 
\Naren es Hefen von schlechtem Invertingehalt, die diese hjscheinnng zeigten. Nur 
in zwei von den Zuwachsfallen hatte die Ansgangshefe einen günstigeren Zeitwert 
als 300, während in 10 von den 13 l'allen der Ivxtraktion ohne Zunahme clie angewamlle 
Hefe Ix'ssere Minutenwerte als etwa jcx) aufwies. 

Die Zunahme an Invertinwirkung ist entweder durch die Beseitigung oder Ab- 
schwächung eines Heminungskörix-rs <>der durch die |K)stmortale Bildung*) des hnz> ms 
aus einer inaktiven Vorstufe, einem Zymf)gen, zu erklären. 

[36] Die Annahme, daß lx*im Abtrennen der Autolysenflüssigkeil mit <len Hefe- 
rück.ständen ein Hemmungskör|)er Ix-seitigt wird, verliert an W ahrscheiiiliehkeit durch 

Versuche, in denen wir ohne Abtrennung eines hxtraktes Zunahme an invertierender , 

• 

♦) Die Annahme daßdte^e Enzymhtldnnti po.tmnttal erßdee a urde nt dir IX. Ahh. zur Kenntni s 
de<. Int etiins (Ahh. 54) herichtt^t. 



K. WlUSTÄTTKK und K. KACKK: 


Wirkung kststellten. 2 g Hefe wurden unter wechseltiden Bedingungen mit Wasser 
und Zell^ift stehen gclüssen und dann zusammen mit der umgebenden Flüssigkeit 
für dieselbe Bestimmung verwendet, wie sie im Abschnitt III für Frischhefe beschrieben 
wurde. Das Hrgcbnis schien mehr von der Beschaffenheit der Hefe als von den Ver- 
suchsbedingungen abzuhängen. 

1. Versuch. Hefe vom Zeitwert 280 ergab nach 2 tägigem Stehen mit 2 ccm 
Wasser, Toluol und 0,04 g Hianimonphosphat den Mimitenwert 295, also ()5?o des 
Invertins (Anhang Nr. bo). 

2. Versuch. Hefe vom Zeitwert bo^ ergab, mit 2 ccm Wasser und Toluol ver- 
.setzt, nach 45 Minuten den Zeitwert 5b8, nach i Tag 545, entsprechend 106 und 112% 
Ausbeute (Anhang Nr. br). 

3. Versuch, a) Hefe vom Zeitwert 245 wurde 5 Tage mit 2 ccm \\ as.ser und 
0,2 ccm Toluol steliengelas.sen. Der Zeitwert war dann 105 

b) Mit 2 ccm Wa.sser und mit F,ssigester sowie Toluol und 0,05 g 1 )iammonphos- 
phat versetzt; ebenfalls nach 5 Tagen wurde gefunden; Zeitwert i()4 (.Anhang N’r. (>2). 

In beiden Fällen betrug die Invertinwirkung 123% von der ursprünglichen. 

Heim Zerreiben der frischen Hefe ])flegt eine (U rartige Vermehrung der enzyma- 
tischen Wirksamkeit nicht einzutreten, denn die Bestimmungen mit zerrielx*ner Hefe 
waren gute Bestiitigungen der Invertinbestimmung in frischer Hele, .Als alxr die 
Hefe vom 2.\T*rsucli, eine besonders invertinarme (Minutenwert bo j) Hefe (17. Dezemlx-r 
igK) von der Brauerei nach mehrwbchentlichem Stilliegen des ( lärbetriebes geliefert), 
mit der 2- bis [37] 4 fachen Menge Seesand 2 Stunden kräftig zerrieben und mit Wasser 
'/j Stunde geschüttelt wurde, lieferte sie ii()% ( ; 4) des ursprünglichen Invertins 
(Anhang Nr. 67). 

Da man nie eine Hemmung des Invertins, günstige Wasserstoffzahl vorausgesetzt, 
gefunden hat. wird die einfachere Ivrklärung den \’orzug verdienen, daß die Zunahme 
an Invortinwirkung mit Invertinbildung aus einem Zymogen gleichbedeutend ist. 
Dann bedeuten die Beobachtungen, daß die Hefezelle oft nur fertiges Invertin ent- 
hält und öfters neben dem fertigen in untergeordnetem Maße eine A’or.stufe dessellx-n. 

VII. Über die Freilegung des Invertins. 

Das A'erhalteu der \inter verschiedenen Bedingungen an der Luft txler in der 
Wiirnie getnx kneteu und der mit Aceton entwäs.serten oder mit Alkohol vorbehandelten 
Hefe uml die Abhängigkeit des bösungsvorganges vt)n der Temjx'ratur ließ vermuten, 
daß der Auflösung des Invertins ein enzymatischer Prozeß vorausgehe. Da bei der 
durch Zusatz von Ammoniak abgeänderten Hudsonschen Metluxle der Abbau der 
iMweißkörjxr durch Kndotr>'ptase gehemmt, die Auflösung des Invertins aber be- 
fördert wiril, so ist die Freilegung des Invertins wahrscheinlich eine einzelne, getrennt 
von den Hauptvorgängen der Autolyse verlaufende, aitdere Wasserstoffionenkonzen- 
tration erfordernde Reaktion. vSie verläuft glatt in neutralem Medium und wird 
durch Säure beeinträchtigt. Das Invertin freilegende Fhizym scheint gegen Säure 
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ähnlich empfindlich zu sein wie Maltase. sogar noch empfindlicher. Nach einer Arlx‘it 
von K. WiiJ^STÄTTER und W’. Stkihket* gelingt cs, die Maltase der frischen Hete 
quantitativ zu bestimiiien durch ra.sehe Wrflüssigung mit ]‘)ssigester, Neutralisieren 
der gebildeten Siäure und Kinwirkung auf Maltose unter rufferzu.sitz. [j 8 ] Alx*r 
unter densellxui Bedingungen, die für die Malta.sv mxh erträglich sind, leidet die 
Hinrichtung fiir die Freilegung der Maltase*) und der Saccharasi*. Auch bewirkt für 
die Freilegung der Zusatz von gefälltem Calciumcarbonat cim ri weniger wirksamen 
Schutz als für die Maltase sc'lbst. 

Die Heobachtungen sind mit der herrschemlen Annahme') unvereinbar, daß das 
Invertin anders als Zymas(‘ nach der Abtbtung der Hefe frei liege. Am deutlichsten 
s|.rechen für einen örtlichen Schutz oder für eine Wrankerung des Invertins an eine 
unlösliche Komponente, nicht so sehr für eine wirkliche chemische Bindung als eher 
fiir einen Adsorptionszustand, die I.dslichkeit des Invertins beim Verreiben der Hefe 
und die bdsungsiTscheinungen IxM Anwesenheit verschiedener Zidlgifte. 

a) Löslichkeit des Invertins der zerriebenen Hefe. 

Hs ist unbekannt, wie es sich mit der Löslichkeit des Invertins frischer Hefe Ixiin 
Zerreiben verhalt, nur der Invertingehalt in der zerriebenen Hefe selbst war bisher 
geprüft. Nun erwei.st sich der lösliche Anteil <ies Invertins, der nach sichtlicher Ver- 
letzung der Zellstruktur rasch in Losung gebracht werden kann, als iiku raschem! 
klein (Tab. 12 ). Der unmittelbar l()shche Anteil stellt au('h <las Maxiimim dessen 
dar, was in den llefei^reßsaft übergeht. Nelxm diesem [39] auffallemhui Ivrgebnis 
treten die differierenden Hinzelheiten der Versuche an Bedeutung zuriick. Natürlich 
erschienen die Versuche durch den physiologischen Zustand der Hefe stark beeinflußt. 
H> N])ielt auch die im vorigen Abschnitt behandelte postmortale Neubildung dts 
Invertins mit herein, worauf das abweichende lugebnis des schon oben besprochenen 
\’ersuchs 5 der Tab. 12 zuriickzufulireii ist. 

Die Hefe wurde mit verschiedenen Mengen Seesand kräftig zerrielx-n und mit 
verschiedenen Mengen Was-^^er (mit dem doppelten bis zehnbichen (k'wieht) glen h 
lange (*/j Stunde) ausgelaugt. Obwohl nach dem mikrosk(»pischen Bilde die Ver- 
letzung der Hefezellen rasch gelingt, wird die Iiivertinauslxute im Filtrat sehr klein, 
wenn man nur darauf ausgeht, die Hefezelle zu zerreißen und sie steigt, w-enn mit 
größerer Sandmenge energisch zerrielxn wird. 

‘ Zaitschr. 1 . phvsiol. Cheiii. iil, 157 li'/-oJ. 

') Nach unverölfeiitlicliteii Ver.Muhcn von WlU.STATTi-K und STI-IHKI.T (yIhh.Oj) 

T O. Svanukrc, uml H. v. livi.m. Ferment fors 4 hu ng 4, (lo.’oj dnukten vor kur/.eiii. 
als sie den henunen.len Hinfluü von Kupfc-r.siilfat auf die Autolys«- <lcr Hefe und die Aufh/umg 
des Invertias untersuchten, ihre Anschauung folgendermaßen aus: 

Diesen FÜekt <lcs Kupfersal/A*s könnte man etwa damit «rklären. daß die Ahs( hei<limg m s 
l-nzynis mit einem enzvinatischen N'organg verknüpft ist. der vom Kn])fer gehemmt wnd- Di 
dessen deuten — wie der eine vdn uus mehrfach herv(jrgeliolK*n hat - zahlreiche atulere lat* 
Sachen darauf hin, daß die Siccharast- in der lelxndeii IlefezA-lle zum großen 'leil s< hon m frew ni 
Zustand vorkomnit. ' 
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k. WimSTATTKR Uiul P, RaCKK: 


Ta?KlK' 12. kiishart-s Invertin in zerriel)ener frischer Hefe. 



SiJiiirarr 


iJaut'l dt» 
Vrrrtib«!* 

Zritwert 

J.. 11.1. 

ituj lidt 

InvrrUii 
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Sltmdcti 


in I’ji'i, 
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Nr. 0 0 
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j 50 g 1 lefo mit ) g Sccsand 
a) mit n«) rmi Wa.vst-r 

1 h) 'i'8» 

b) . 

; :o 12.S0 
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20 

.0 

C (Anh. 

Nr. 0;) 

1 0 ) g 1 Ifh- mit ) g .S c.saiul 
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1 ' ( 


; I 

|. (Anh. 

Nr. 00) 

j > g I Icfc mit > g Sk csand 
und 250 » ( ni \Va.s.scr 

1 *0 ’ , 

1 l>) : 

> 7 ' 

-05 

5. (Anln 

Nr. 07) 

itig Ht ff mit 2; g .St»san<i 

1 und liHi rvlll W.isstr 

1 

1 

;o; 

1 lo 


[40] AiU'li beim Zerreiben getrockneter Hefe unter Hefeiu liten ist der rasch mit Wasser 
l(isi)are Anteil ^erin^ (unten Versuch i und 2a). was in Anbetracht der Schwierigkeit 
/ai erwarten war, die ja schon die Inveitinbestimnmnv; in Ketrockiu ler Hefe ohne Hxtra- 
hiereii ^ebotiai hat. Hei langer Dauer des ZerreilH'iis der befeuchteten Tr(X'kenhefe 
steift nicht nur der itberliau[)t l)estiminbare, sondern auch der rasch extrahierbare 
Anteil bedeuteml an; wahrend des Zerreibens dürtte sich mehr und melir die enzyma- 
tische 1‘reile^un^ vollziehen. 


l'aurt 'li H In Int Im Au^ui; 

/rftnl.m" liiM-nin 

l-t,,/ 

i Hefe, iin laiftstrein voti \\ ^elrtK'knel (.\nli. Nr. oS) . . ' 

.V Hefe, mit .Alkohol im<l Äther getrocknet (.Aiih. Nr. fH>) a) ' 

b) !‘ 

Hefe, ilureli l.iegeti an der laifl getoK-knet (.\nh Nr. ;••) 

Hefe, iin I.nft.strom von 55 getonknet (.\nh. Nr. ;i). 

l)) b(>slichkeit des Invertins nach Hefeverflüssigung durch verschiedene 

ZcHgifte. 

C. S. Hudson* bewirkte die rasche .Vutolyse durch Verflüssigung der Hefe mit 
verschiedenen abtöteiulen Mitteln wie Chloroform, ^Ither, Toluol, Kssigester, .Veeton. 
Hei seiner liarstellung der Invertinhisung erzielte Hidson eine bedeutende Ver- 
besserung der invertierenden W’irkung im Kxtrakt, als er das anfangs angewandte 
Chloroform durch Toluol ersetzte. In einer Fußnote erwähnte er, daß die Anwendung 
von Essigester, obw'ohl dersellx nach den amerikanischen Patenten 785733 und 
785734 besonders geeignet sein soll, um die Inhaltsstoffe der Hefe herauszulösen, 
zu sehr schwachen Invertinlösungen führe, 

[41] In der Tat ist die böslichkeit des Invertins Ixi der Abtötung der Hefe mit ver- 
schiedenen Mitteln merkwürdig ungleich. Seine Löslichkeit scheint desto geringer 
zu sein, je rascher das Zellgift die Verflüssigung der Hefe bewirkt hat. Dieses Ver- 
' Journ. Am. chcin. s<x\ 36. i5N\ isOS [1014]. 
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halten ist nicht erklärt worden; es wird kaum anders zu verstehen sein, denn ;ds eine 
Ikvinflussung des enzymatischen N'organ^es der Invertinfreilegung. Die Freilegung 
lies Invertins wird durch gewisse Zellgifte nicht nur gehemmt, sie wird verhindert. 
Denn wenn wir die mit Kssigester eingeleitete rasche Autolyse nach Abtrennung (hr 
Massigkeit unter Anwendung von Toluol fortsetzen. st> wird kein Invertin mehr in 
I,<»siing gebracht, obwohl das Knzym ikkIi un\ers<‘hrt in den Heüruekst.inden ent- 
halten ist. .\uch nach Wrreilxm der Hefe wird luim Hefeuehten mit lvs.sigester kein 
weiteres Invertin löslich. Die l’nlösbarkeit des Invertins bei .Xnwtsenheit von Fssig- 
r'-ter braucht denmx'h nicht auf einer s|H‘/.ifisehen (»ift Wirkung zu beruhen, sondern 
Ik I der Abtötung der Hefe setzt Saurebildung ein. bei Toluol langsam, rasch bei ICssig- 
r-ter. wahrend Chloroform zwischen beiden steht. Nur Ikü der Hefeverllussigung 
mit Toluol kommt es. da die Sann- langsam auftritt uiul zugleich wegdisso/.iierl, zu 
kriner lK‘deutenden und fiir die Freilegung gefährlichen Säurekonzentration, h's war 
öaher möglich, Invertin d(K'h auch bei Verflüssigung der Hefe mit Ivssigester in guter 
.Vu^beute zu gewinnen, wenn durch Neutralisation mit Ammoniak oder anderen Mitteln 
<lie Ix'i der Abt«)tung gebildete Säure unschädlich gemacht wurde. 

Versuche mit Ivssigsäureathylester. 

rreühefe verwandelt sich beim \’ermischen mit etwas Ivssigester innerhalb einer 
(Mief in wenigen Minuten in einen dünnen Frei. Auch wenn die Hefe zuerst mit dem 
gleichen (lewicht Wasser angeschüttelt wurde, so erfolgt auf Zusatz von b'ssigester 
in ccm auf 100 g Hefe) in einigen Minuten schon deutliche und mit der [42] Zeit 
rasch fortschreitende N'erfhissigung, während der Zustand merklidier Verflüssigung 
l»ii Chloroform in einer halben Stunde, \m Toluol erst in 2 bis \ Stunden erreirht 
\\ urde. 

Zur Fxtraktion wurde die Hefe mit dem gleieiien (lewicht W asser und danir mit 
Fssigester versetzt und zwar Ixi den spateren Versuchen der Tab. i j immer mit 
10 ccm auf I(K) g, während lx*i den ersten Versuchen Differenzen in den Fssigt'slei 
mengen vorkainen, die irtöglicherweise nicht ohne Kinfluü waren. .Abgesehen von 
den ersten Versuchen war der Kssigester immer besonders gereinigt und kam neutral 
reagierend zur Anwendung. Die Tab ij zeigt, daß <lie .Ausbeute bei der Kssig- 
e^'terautolyse durch verschiedene Neutralisationsinethoden oft, abiu nicht durdi- 
wegs gesteigert werden konnte. 


TaU-lle IC Invertinlösung durch rasche .\utolyse unter Zusiitz von Fssigi- ster 
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’ (.\nh. Nr. 72) . 

Ivssigtster, sauer reagierend 

CI. 140 ra. <a. c' 

■ (Anli. Nr. ; D .- 

Essigester, neutral reagierend 

405 0.0 


1 a) mit sauer Reagierendem Ivssigester ... 

AA 7 

(.Anh. Nr. 74) . 

b) mit neutral reagierendem Ks.sigester 



\ c) mit allmähl. NHj-Zu.satz neutral gehalten 
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70 
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1 e) unter Neutralisieren mit NIL 
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1 1 . (.^nh. 
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In den nach der I^ssi^esteraulolyse ahfiltrierleii Heferückstanden ermittelten 
wir unter den üblichen iledin^un^eii der quantitativen Hestiinmun^, so wie wenn es 
frische Hefe wäre, das Invertin. Obwohl man so ^ewiß nicht den wahren Betrag des 
vorhandenen bhizyms bestimmen kann, waren die gefundenen Invertingehalte nocli 
groß (Tab. 14). Mit die.sen Heferückständen setzten wir nun die Autolyse Ixd ('iCgen* 
wart von Toluol lange fort und zwar so, daß die mit bissigester autolysierte und aus- 
gewaschene Hefe mit gleich viel Wasser, wie der erste Au.szug enthielt, aufgeschlämmt 
und mit 10% Toluol versetzt wurde. Aus der letzten Reihe der Tab. 14 geht hervor, 
wie wenig Invertin bei dieser weiter geführten Autolyse noch in Lösung gebracht 
werden kann. 


144 ) 'labelle I nver t inlo.sung durch suk/.cssi\ c.\utolysc mit l-^ssigc.slcr und Toluol. 



n< 

O.llKt (Uf 
«t'ilriru 
.Vnli'lvso itu( 
T.-luol 

InvvtiinliVtiing 
mit li'Wigr’itrt 
l)fti>grn auf <lic 
liivhc liefe 

l’roi 

Invi ttin in ilcn 
llrfcnKW.'l.ii»leu 
n.i.h KsMgr^trr- 
iintoh H‘ 

InveMinloMin« 
iluich fortge 
M-lite Aiaolv-M' 
mit Tf'lun! 

Pn.f 

Nr. j der l'ab. 

^ (Anh. Nr. 7;) 

J läge 

0.0 


•■■;j 

Nr. 1 der T.d». 

5 (Anh. Nr. 7.’) 


ca. 17 

ca. j ; 


Nr. 7 der Tab. 

^ (Anh. Nr, 7S) 

; Tage 

•iS.; 

lO 

.s 

Nr. 0 der lab. 1 
Nr. 10 der Tab. 

; (Anh. Nr. 77) 

(Anh, Nr. Si) .... 

4 l'*i,UC 

if‘ 

1 j ; 

7 t 


Nr, 1 1 a der Tal 

I. 1} (Anh. Nr. Sj) . . . . 

10 Tage 

S, ; 

7 \ 

4 

Nr, ub der Tal 

>. \ \ (.\uh. Nr. Sj) . . . . 

10 Tage 

- , ; 

71 ) 


Zerriebene Hefe 
Nr. (s) . . . 
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Versuche des Zerreibens und darauffolgender Behandlung mit 

Kssigester. 

Der Zustand, in dem das Invertin im Augenblick der Abtötung des Pilzes vor- 
handen ist, läßt sich durch geeignete Behandlung mit Essigester fixieren, w^ährend 
bei Gegenwart von Toluol weiter das unlösliche Invertin in lösliches übergeht. Dazu 
stimmt auch die Löslichkeit des Invertins nach dem Zerreiben der Hefe. Unsere Ver- 
suche, bei Gegenwart der verschiedenen Antiseptica zu autolysieren, schlossen sich an die 
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Pnifuiig Kxtrahierbarkcit Ihmiii X orri-ibeii an. Wni »Irn IldVprolH'n (Irr^Wrsiu Iu* i 
uiui 3 (k*r Tab. 12 verrielxni [45] wir je 51) ;4 mit 50 1; SiTsand eiitsprecheml jenen \’er- 
siiclicn 30 und 45 ^^***^*^^'*^ und versetzten den Hrei mit i<H>ecm W asser und inccm 
\ on Rssi^ester (xler anderem /.ell^ift, um ihn 4 Ta^e lan^ der Autolyse zu überlas.sen. 

War die Hefe reiehlieh lan;2 K^mu^ zur Veilet/.uu;^ der Zellstruktur mit Sand zer^ 
rielx’n. so löste sieh (hxh nur ein Teil des Invertins raseh in reinem W asser, bei ('.ej;eu- 
Nsart von Essigester auch bei langer Dauer uieht mehr (Tab. 13^. bei ('.egeuwart 
von Toluol viel mehr. Durch mehrere Stunden dauerndes kralliges Zeireihen wurde, 
wie olxm gezeigt, die Menge des rasch löslichen Invertins gesteigert ; auch dann liefeiti* 
längere Antolyse mit Kssigester keinen Zuwachs an losliehem Invertin. 

T.iIkIK i; 
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X'ersuche mit h'.ssigester Tolunl-Misehung. 

Die vom b'ssigsaureester bei der Auflösung des Invertins hervorgernfene Schaiii- 
gung war vermindert (Tab. 13) beim Neutralisieren der auftndmiden Saure; sie wird 
ganz vermieden, wenn man bei der lunwirkung auf <lie Hefe aubenlem den INsigester 
mit dem gleichen \’olumen Toluol verdiinnt. Auch unter diesen rmst.inden wird 
rasch weitgehende \'erflüssigung <ler Hefe erreicht. 

[46] K JbTe wurden mit 300 ccm W’a.sser unter Zusatz von 13 ( » in Toluol 

und 15 ccm Kssige.ster mit oder ohne Puffer, dessen Menge meistens 2,3'',, von der 
Hefe iKdrug, angeschültelt und nach 3 bis 5 Tagen filtriert. 


TalK-lh* lO, I u vert inlosuiig iiut .Xmimoiphosjiljat ICssjgrst» r lOluol. 
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‘ Mit Toluol allein (siehe Al)sehn. V) wirkt e’aleiumearlK)imt günstig« r als U i der rauheren 
^ erflüssigung mit Hssigester — Toluol. 
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JMirch diese rusche Aiitohse ki Ccgenwart von Ammoniumphosphat und Essig- 
cster / Toluol ^cwiitiwn wir <Iic invcrtinrcichstcn Auszüge (Tab. i 6 ); indessen 
.sclu'inl in diesen WrMielien kein erheblicher Vorteil auf der Oegenwart von Essig- 
säiireester nel)eti Toluol zu beruhen. 


I47I Tiilnllr 17. Kast ln- .\utt)lyse unlt r ,\n\viinlut)^ von e'liloroform. 
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rasclieii Hefeabtötung entstehenden vSaure zum Verschwinden zu bringen. Mil Calcium- 
carbonat gelingt es nicht, weil dieses nicht in die Hefezelle gelangt. Dagegen bewirkt 
Ammoniumphospliat, von dem wir 2.5 g auf 100 g Hefe anwenden, daß das Invertin 
mit hoher Ausbeute in I/)sung geht (Tab. 17, Xr. (> bis 8), wenn auch meist nicht 
in ebenso hoher wie bei Anwendung von Toluol. 

VIII. Zur Freilegung der Begleitstoffe. 

l)ie Ik'gleitstoffe des Invertins, die den (lang der Reinigung, namentlich die 
Adsorption des Ikizyms und seine Elution aus dem Adsorbat beeinflussen, gehen 
uu.s der Hefe ebensowenig durch einfache Extraktion hervor, wie das Invertin selbst. 
Vielmehr spielen auch hier enzymatische Abbauvorgänge eine große Rolle, und es 
lassen sich sogar in dem allgemeinen Wirrsal des Protoplasmaabbaues einzelne enzy- 
matische Vorgänge Ix’stimmen, leiten nnd unterdrücken, die gewis.se Begleitstoffe 
in die T/)Sung überführen. 

Soweit es sich um Begleitstoffe aus der Klasse der Eiweißkörper im weitesten 
Sinne handelt, wurde im vorausgehenden schon angedcutet, daß das Invertin der 
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Autolyse von (ySvi.uvAs mul Toyirsas und der ruschen Autolyse lucJi Hrnsos 
von vielen Reaktionsprodukten des Hiweißuhlmies durch I'Mdotryptasen. to/j Vepiiden 
und Aminosäuren, Ix^^Ieitet wird, und daii es arm an i^fnuincn Proteinen oiler frei 
•on ihnen ist. Jhe rnterdriiekriii,' dm haidotrvpfaso im Wrfahren drr Xenfralexfrak- 
ion (mit Ammoniak oder Ammonium- h/w. Xatrinmphosjiliat) [49] liefcrti* nus da* 
;t‘j:en an höher molekularen iMWeiÜkorpern iviehe. an ahi^ehauten ariiK' InviTtin 
• tsim^en. Ikis \ erhalten des Invertins in den hei •^aurer Keaktinn und in den hei 
icutraler oder sehwaeh alkalischer Reaktion dar^estellteii Aus/m^en ist so viusehii'den, 
iaÖ es niclit niöj^lich ist. für die im Ka])itel li heschriehene Keinii;un^ mit Aluminium- 
ivdroxyd den Extrakt nach IlrnsoN durcli die sclunien, invertinreiclu-n. hei neutraler 
Reaktion gebildeten Hefeaiis/üi^e zu ersetzen. 

l)ie nach der Autolyse von den Ueferiickstandeii ahliltiü rten Inveitinlösun^en 
mdern heim Stehen ihre /usammensetzun^. I>as eilt nameiitlieh Inr die naeh llrnsoN 
!. »reestellten, sauer reaeiereiideii Hefeflussiekeiteii. In ihnen sot/t sich die l’roteolvse 
nrt. Hei laneem Stehen heohachtet man zunehmendes Auskrystallisieren einfacluT 
\ininosauren und Hand in Hand Ahnahme der Ireim \’erdunnen mit Aieton ans 
‘.illenden, koaenliereiideii h'iweillkörper. Solche e'‘iilH‘th‘ Invertinlosuneeii zeieten 
Ivis ehnstieste Wrhalten hei der Keinieune nach der Adsorptionsmef hode, s<i daÜ 
isir daraus allein durch Adsorption mit Aluminiumhydroxvd um! Elution mit Am- 
moniak Invertin vom Minutenwert i erhielten. 

Xmdi wichtieer ist ein im voranstehenden noch nicht erwähnter anderer He^leit- 
doft, ülier dessen Hedeutun^ für das Invertin die Ansiehten am weitesten auseinander* 
gellen, der Hefe^unimi. H. v. h'ri.KK und O. Sv,\sni:io;, dit* in der Darstelhm^ von 
Invertin hohen Reinheits^'rades am erfolgreichsten waren, kamen vor kurzem hei 
der Reinigung von Invertin durch Dialyse und bei .seiner Analyse zu (hau R(*stdtat 
daÜ sich die von Ivtri.KK uml A. i'oooK’ früher ^eilnBerte Hypothese von der < hemisehen 
\'erwandt.schaft zwischen Saccharas<.* und Hefe^ummi auch heute aufredit erhaltmi 
lasse. Auch bei unserem Verfahren der ReiniKun;; mit Aluininiunihy<lroxyd (Kapitel H, 

HI und C, II) fol^t der Hefemnnmi [50] stets dem Invertin. Tml die letzten Invertin- 
praparate von H. v. h^ ijvK uinl O. Svaniucko,’) enthalten so viel Hefey'umini, daü 
^ie bei der Hydrolyse mit verdünnter Schwefelsäure 75 bis .Monose liefern. 

Eirtgej^engesetzt war das Ivrgebnis der IhitersuehunKeii von Iv S.m.kowskH) über 
d.en Hefegummi und das Invertin der Hefe. l\r fand, ,,daÜ es unter l ’mstanden gelingt, 
stark wirk.same Invertinlösungen zu erhalten, in denen sich auch nach starkem han- 
dainj)fen Gummi nicht naehweisen läßt“, I)ies<‘r Satz wird im Ka])itel C unserer Arlx-it 
durch die Reinigung des Invertins mit Kaolin Ix’stätigt. 

' Zeitschr. f. physiol. Chein. iio, 1;; (lozo). 

* Zeitselir. f. Tliysiol. Chein. 72, vio hon). 

') Zcitsehr. f. pliysiol. Chtin. iio. 175, 1S5 (lozoj; (). Svanbi;kc. ZeitMÜr, 1 physiol. Chem. 

109 65, 86 I1020]. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chein. 61, 124 s. auch K. r)SHiMA Z<its<}ir. 1 jäiysiol Chein. 

36 42 [1902]. und dagc'gen li. IlAFN'KR Z<itMhr. f. physiol Cheni. 42 1 (if/o) 
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Beim. Ausziehen der Hefe mit Chloroformwasser von nui^liehst 0 konnte E. Sai.- 
KowsKi ;4unimiarme oder soj'ar Rummifreie Lösungen darstellen, die Invertin ent- 
hielten. I'rei!i( h sind solelie Invertinlösungen sehr schwach, und sie enthalten nach 
unseren ([uantitativen Bestimmungen (Abschnitt I\'. 2) luichstens ein paar Prozent 
vom Invertin der Hefe. 

Die Methode von Sai.kowski, gummiarme Hefeauszüge darzustellen und auf 
Invertin zu vt*rarheiten, lallt sich, wie auch Saukow.ski selbst gefunden hat, schwer 
in einen präparativen Malistab übertragen. Aber die ipiantitative Prüfung von In- 
vertinlösungen, die unter Anwendung verschiedener Zellgifte erhalten wurden, lx*stätigt. 
dali grolle Differenzen im Hefegummigehalt Vorkommen, und sie lehrt, daH es sich dalxd 
nicht um einen einfachen Lösungsvorgang handelt. Wahrscheinlich wird der Hefe* 
gtunmi nach der Abtötung der Hefe durch einen gc^wissen enzymatischen \’organg 
erst freigelegt, der ande re Bedingungen (‘rfordert als der enzymatische Eiweiüabbau 
und der unter ähnlichen Bedingungen wie die Invertinauflösung günstig verlauft. 
AuUerdem wäre es [51] auch melglich, dall (Kt Hefegiunmi unter iH-stimmten Be- 
dingungen der W’asserstoffionenkonzentration durch enzymatische Hydrolyse aus dem 
Extrakt verschwände. 

Die Auflösung des Gummis aus der Hefe ist bei der raschen Autolyse unter An- 
wendung von Chloroform gehemmt, dagegen verläuft sie gut bei der raschen Autolyse 
nach lltrnsoN mit Toluol. Ivs dürfte .sich hier so wenig wie bei dem Lösungsprozell 
des Invertins um eine sjH'zifische Wirkung des Chloroforms handeln, .sondern eher 
darum, daß das Auftreten des Hefegummis in der Autoly.se eine Ixstimmte Reaktion 
des Mediums, und zwar in der Hefezelle zur Voraussetzung hat. Als wir nämlich die 
Invertindarstellung durch die rasche Autolysi' bei (»egenwart von Chloroform wieder- 
holten, aber unter Zu.satz von Ammoniumjdiosphat. wurde der (»ehalt an Hefegummi 
sehr groll. Tud er war gleichfalls Ixsonders groß Ixi der Invertingewinnung uiit 
Toluol- -Ivssigester—Ammoniumphosphat. 

Zur Be.stiminung des Hefegummis wandten wir die Methode der quantitativen 
Bestimmung mit l'ehlingscher Lösung nach IL Sai.kow.ski ' an. Sie liefert uns keine 
genauen, aber der Größenordnung nach zuverläs.sige Werte, während wir die quali 
tative Prüfung mit Kupfersulfat, Ammoniak und Natronlauge nach Iv Sai.kowski* 
bei den Hefeextrakten nicht mit vSicherheit anzuwenden vermochten. In reineren 
Hefegummilösungen war diese Prüfung mit dem Reagens von Salkowski noch in 
Verdünnungen von 1:5000 zuverlässig, wenn das Ammoniak vorsichtig bemessen 
wurde. Man muß genug Ammoniak anwenden, um das Kupfer in Lösung zu bringen 
und zu halten, alxr Cberschuß von Ammoniak vermeiden, da darin die Hefegummi- 
Kupfer-\’erbindung aucli bei Gegenwart von Natronlauge löslich ist. 

Für die vergleichenden Bestimmungen des Hefegummis stellten wir in den \'er- 
suchen i bis 4 der Tab. i8 aus der nämlichen Hefeprobe durch dreitägige Autolyse 

‘ ZeiU^chr. f. physiol. Chetu. 61. 124. 12; [19CX)]. 

* Bor. d. d. ehern. Ges. 27. 407 (1804). 
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l^xtrakte dar; frischer liefe wurden mit gleichem [52] (icwicht Wasser und 

/ B. mit ()2g Diummoniumphosphat und je 250 ccm Kssi^cster und Toluol an>;esd/.t. 
Ihe Bedingungen für die Vergleichsversuche waren ähnlich; für ilie Antolysi' l>ei 
(legeiiwart von Chloroform dienten 50 ccm von diesem auf uk) g Hefe mit 
WasscT. Nur diese mit Chloroform dargestellten llefeaus/aige wirkten auf hVhlingsche 
l.cMing unmittelbar iK-trachtlich reduzierend, enthielten aUo reduzierenden Zucker. 

Die ('»ummilK'stimmungen \Mirden mit je 50 ccm der nicht geieinigten lultralv 
durch Fallen mit jo ccm Fehlingscher Liisung und weitere Behaiullung des Niedei' 
Schlages nach Sai.kowski ausgeführt, und die gefumleiien Ilefegummimengeii (Tal), iS) 
auf I kg trockene Hefe iimgerechnet . Die mit Chloroftum d.irgestellte Invertinlosung 
enthielt 4omal weniger Hefegiimmi als ilie Losung aus der Autolyse mit FNsigester, 
Toluol und Ammoniumphos{)hat, wahreml sich dii- Invertinnieiigen wie i : \,] ver- 
hielten. Der (lUmmigehalt der zuletzt angeführten Invertinlosung ents))iacli der 
von Iv S.M.KnwsKi bestimmten tle^.init menge in der Heb* (l),o“»)- 
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liefe mit Chlorolorm und 1 Mammon])lios])hat g.il» mit lä lilin^s» li» 1 I.<*snne » na n ''Unken 
I lefegmmninit'tlerschlag. 

[53] IX. Darstellung von Invertinlosungen. 

Aus den zahlreichen \’arianten der raschen .\utolyse ergeben sich fnr die jirak 
tische Anwendung folgende Verfahren: 

I. Verfahren von Ilt'DSON (rasche Autolyse ]m Aiuveiidung von Toluol), 

Die frische Freßhefe wird in das gleiche bis dopj>elte (iewicht Wasser eingetragen, 
mit 5 bis 10% ihres (iewichtes an Toluol vermischt un<l nach kräftigem Durchschnttehi, 
das man alle Tage wiederliolt, bei ZimmertemiH-ratur 4 bis 7 Tage tier Autolyse über* 
hissen, Nach wenigen Stunden sedzt unter iKdrachtlicher (iasentwic klung Selbst- 
garung ein, die bis zum folgenden Tage Ix-endet ist. Nach einer Woche filtrieren wir 
die Hefeflüssigkeit auf einer Reihe von I'altenfiltern ab. Ks ist nicht ratsam, ein 
l ilter mehr als einmal nachzufüllen. Der abfiltrierte Auszug Ixrtragl etwa 1400 ccm 
für I kg 20- bis 22proz. Frischhefe (oder Ui Anwendung von 2 Teilen Was.sc'r 2100 ccm), 
d. i. ungefähr 80% der entstandenen Hefeflüssigkeit, und sein Trockengewicht 85 bis 
^ “T g- Der darauf lx‘Zogene Zeitwert war ifn) bis 206 \m Anwendung un.serer Brauerei - 
lufen vom Minuten wert 230 bis 350. 

HfDSON befreite die Invertinlosung mit Bleiacetat von Kiweißkbrjxrn und unter- 
''^arf sie nach der Beseitigung des überschüssigen Blei<*8 mit Schwefelwasserstoff fhT 
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Dialyse, und zwar s(jf()rt, da sonst die aus dem überschüssigen Bleizucker stammende 
Essigsäure zerstörend wirkte. 1 ‘ls ist zweckmäßig, einen größeren Bleiüberschuß zu 
vermeiden, indem man Tüpfelprolx-n in Schwefelammonium macht. Wenn die Flüs.sig- 
keit schon ein wenig Blei enthält, gibt sie zwar iUK*h etwas mehr Fällung mit weiterem 
Bleiacetat, erfordert aber nur noch wenig davon. Der Kiweißniederschlag ist reichlich 
und gut filtrierbar. Das Filtrat gibt mit Schwefelwasserstoff nur ein wenig kolloide.s 
Bleisulfid, [54] das mit spanischer Klärerde koaguliert und abfiltriert wird. Die 
hellgelbe Invertinlösung ist schon ohne Dialyse haltbar. 

Verfahren der raschen Autolyse mit Essigestcr r Toluol (otler Toluol allein) 
unter Neutralisieren mit Ammoniak oder Ammonphosj)hat. 

Das Verfahren hat den Vorzug günstigerer Invertinaiisbeiite und etwas größerer 
Reinheitsgrade. Die h'rischhefe wirrl nach dem hantragen in das gleiche (oder dop|)elte) 
(iewicht Was.ser durch Versetzen mit Toluol und l’Nsigsäureester (je 30 ccm auf I kg) 
verflüssigt. Man beginnt bald die auftretende Saure mit verdünntem Ammoniak 
zu neutralisieren und vervollständigt die Neutralisation in den ersten Stunden oft 
und weiterhin am ersten Tage noch einige Male. Die Auflösung des Invertins erfordert 
3 bis 4 Tage. Tin <lii' Invertinlösung filtrierbar zu machen, muß man sie mit Ivssigsäure 
neutralisieren, wodurch ein sehr starker Eiweißniedersehlag entsteht, und läßt noch 
eine Stund^ lang stehen. Dann lassen sich ungefähr 1500 ccm (aus i kg liefe mit 
gleichem (rewicht Wasser) abfiltrieren mit meistens größerem Invertingehalt, als 
derjenige der liefe war, und mit einem Trockengewicht von 57 bis 85 g. Der Zeit- 
wert einer .solchen Invertinlösung, auf Trockenrückstand bezogen, betrug 114 bis 142. 
I )ie weitere Reinigung zeigt keinen rnterschied gegenid)er dein lludsonschen Verfahren. 
Durch die Fällung mit Bleiacetat verminderte sicli das Trockengewicht auf 47 (in 
mehreren Beispielen), während sieh der Zeitwert auf 70 bis c)o verbc's.serte. 

Die Anwendung von Ammonphosphat ist becpieiner und gleichmäßiger, die Auto- 
lysenflü.ssigkeit in diesem l'alle schon ohne Behandlung mit Ivssigsäure besonders 
gut filtrierbar, der Reinheitsgrad und die Invertinausbeute pflegt mx'h etwas höher 
zu sein. Man verwendet für i kg l'rischhefe ^5 g (NIl4);Hr()4. Die filtrierte Invertin- 
lösung wird entweder direkt mit Bleiacetat von l’hosj)horsäure und Proteinen Ixfreit 
oder man fällt zuerst mit Magnesiumchlorid die Phosphorsäure aus und [55] ent- 
eiweißt das l'iltrat mit Bleizucker, in diesem Falle mit einer viel geringeren Menge. 
Die Reinigungsoperationen bewirkten in einem solchen Beispiel keinen Verlust von 
Invertin, auch die l'ällung von Magnesiumammonphosphat adsorbierte kein Enzym. 
Das V'erhalten dieser Neutralextrakte war aber bei verschic'denen Darstellungen merk- 
würdig ungleich. 

3. Invertinlösung aus Trockenhefe. 

Da die frische Hefe von Lieferung zu Liefenmg Unterschiede im Verhalten und 
im Invertingchalt aufweist, so wird die Verarbeitung gleichmäßiger und erfordert 
eine geringere Zahl von Analysen, wenn die Hefe getrocknet und die einzelnen Liefe- 
rungen vermischt werden. 
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Die Hefe wird an der J,uft aiisgebreitet und langsam gctrcKknet. Die gemahlene 
Troc'kenhefe wird mit der lo fachen Menge Wasser und der ihr gleichen (Hier hallH ii 
Menge Toluol vermischt und einige Zeit gerührt oder an der Maschine geschüttelt, 
l’ür die Reinheit des Invertins ist es l>esser. bei ZimuiertemiKMalur die Auflösung 
in J bis 3 Tagen vor sich gehen zu lassen, als das Verfahren tlurch Mrwarmeu ab/u- 
kürzen. Auch Ikü der entwässerten Hefe bedeutet die Neutr.ilisation < ine VerbesM iung 
und Abkürzung und, da der größte Teil der Saute rascher als frei fiiscliei Hefe auftritt, 
so i.st das Xeutralextraktionsverfahren hier iH'Sondeis be(juem. Der /.(itwert einer 
solchen Invertinlösung, ungünstiger als Ikü der Autolvse v»m l'iischhefe, war jOo. 

B. Über die Adsorption des Invertins und Elution aus dem Adsorbat. 

1. Theoretischer Teil. 

Ivs war iK’absiehtigt, das Invertin durch abwechselnde Adsorption mit elektro* 
]»)sitiven und elektronegativeii Adsorbentien auf höhere Reinheitsgrade zu bringen, 

I Me i>rai)arative Anwendung der Adsorptionsmethode ist [ 56 ] durch <lie 1 'nti rsnclmngen 
von L. Micii.w.i.is wesentlich gefördert worden. In der ersten Arbeit von 1,. Mk'1I.m;i.is ' 
uIxT ,,Die Adsorptionsaffinitaten des IlefeiiuaTtins” wurde dieses als i-in entschi(‘den 
clektronegatives Kolloid gekennzeiclnu t . I{s litdl sich nicht adsorbieren durch eh'ktro 
iieg.itive AdsorlKMitien, Kaolin. Mastix, Arsensulfi<l, dagegen vollständig durch hasen- 
und Aluminiumhydroxyd. Diese Angal)en vervollständigten 1.. Mkiiai'.i.is und 
M. h'iiKKNKKiCH ^ in ihrer Abhandlung über ,,Die .Vdsorptionsanalyse der lö rmente". 
Sie wählten solche Adsorbentien, ..bei denen eine mechanische .\dsorption ui« ht in 
l'rago kommt“, nämlich solche, die ..unter allen Ihxlingungen entschiedeme und ein- 
''innige badungen tragen“, wie Kaolin, Tonenh' uml lösenhvdroxyd. Dabei wurde 
festgestellt, daß alle Sul)stan 7 An, die durch Kaolin adsorbiert werden können, Hasen 
"ein nüissen, alle Substanzen, die durch Tonerde adsorbiert werd(*n können, Säuren 
sein müs.sen. Daraus folgerten Micn.\i:i.is und haikK.Nkr.icn; ,,Auf (irund dieses beit- 
Satzes sind wir aber in die bage gesetzt, mit beichtigkeit die elektrochemische Natur 
der von uns geprüften I'ermente festzustellen Invertin wird bei .allen R«‘ak 1 ionen 
Vftn Tonerde adsorbiert, Ix-i keiner Reakticm vcm Kaolin, hat also den Charakter 
einer Säure.“ 

(k'genülx-r diesen wegleitenden Hetrachtimgen ist zu berü« ksi( htigen, daß die 
Knzyme nicht als reine Stoffe vorliegen. Man fimlet sie in den .aus tierischen oder 
pflanzlichen Organen (xler aus Hilzen gewonnenen Aus/.iigen mit einem großen \’iel- 
fachen komplizierter organischer W-rbindungen vergesellschaftet, niOit einfaOi im 
Zustand eines (icmisches, sondern durch Kräfte verbunden, wie sie auch in den Adsorp- 
tionsverbindungen mit unlöslichen Adsorlxmtien wirken. Auch wamn wir den relativen 
Cehalt der Hefeauszüge gegentiber denjenigen, mit welchen fr\ihere Adsorjü ions- 
versuche ausgeführt wurden,- der [ 57 ] (kößenordnung nach steigern, so ülx.rwiegt 

‘ Büxhein. Zc*itschr. 7, (0/0; "^1 


’ BuhIhiii, Zeitvlir. 10, 
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tleiin<x:h nicht <las Invertin, .sondern die Masse der Bcf^lcitstoftc. Sk sind ifl ihrer 
Zusarninen.setzun^ dureliaiis nicht konstant, sondern, wie im Kapitel A gezeigt wurde, 
kann inan die Aiit(dyse des Tilzprotoplasinas verschieden leiten, so daß die Natur der 
anipliotereii Stoffe aus der Klasse der Proteine und der Proteinabbauprodukte ungemein 
schwankt. Davon ist das V'erhalten gegen Adsorbentien und im Adsorbate abhängig. 

Daher sagt die .Xdsorptionsanalyse oder die elektrische l'berführung über die 
Natur eines l'ermentes nichts aus, sondern sie läßt nur erkennen, ob in dem aus einem 
I'erment und .seinen jeweiligen Uegleitstoften gebildeten Additions- oder Adsorptions- 
produkt die Säure- oder Hasennatur iiberwiegt. Dabei hängt es von .schwer bestimm- 
baren Versuchsliedingungen ab, daß das l'jizyin in die eine oder andere Assoziation 
mit Hegleitstoffen, in eine elektropositive oder eine elektronegative gelangt. 

l*än Beispiel aus diMii nachstellenden Kapitel für diese Betrachtung ist das Ver- 
halten des Invertins gegen Kaolin. W'eiin das hhizyni durch .VdsorjUion mit Aluininiuin- 
hydro.Kyd und häution aus dem Adsorbat von einem be<leutenden Teil des Ballasti*s 
befreit worden ist, so wird es aus der wäßrigen bdsung (juantitativ durch Kaolin 
adsorbiert. 1 )araus (ugibt sich, daß Invertin nicht elektronegativ, sondern am])h()ter ist, 
aber auch diese l-olgerung gilt zwar für reinere, indessen gewiß noch unreine Präparate. 

Noch mehr wie das Adsorptionsverhalten wird die Beständigkeit der .Vdsorbate 
durch die Begleiter lu'stimmt. Dieser Panfluß macht sich bei dem für die j)raparative 
.\nwendung wichtigen \’ersiu'he geltend, die .\<lsorptionsverbindung eines hhizyms 
zu losen. Dafür fehlte es bisher an Angaben und Methoden. 

l'ür das Invertin sind in dieser Hinsicht nur zwei \’er^iKhe von II. v. Ph l.i:R 
und S. Ki’i.i.m'.HO' und [58] 11 . v. 1 u i,i:k und i). Sw'swvmc') verdffentlicht worden. 
Im ersten I'alle dientt* k(»lloide hhsenl(>sung zur Adsorption. I)ic l*allung behandelten 
Hn.MK und Kn.i.lU'KC. mit 0,05 proz. Salzsäure, und sie fanden in der entstandenen 
sauren I,ösung die Wirksamkeit des Invertins gesteigert, aber die .\usbeute gering, 
h'benfalls durch Auflösen in o.i n-Salzsäure untersuchten l'h i.KK und Sv.xnhkko das 
in ihrem neueren Versuche dargestellte .\dsorbat von Invertin mit in der Kälte ge- 
fälltem .MuminiumhydroNyd. Die.ses Adsorbens zeigte nach hh'l.KR und vSv.\Niu%RCr 
..kein selektives Adsorptionsvermögen. weder gegen die Saccharase noch gegen die 
inaktiven Begleitsubstanzen derselben". 

Die Methode der hhizymadsorption und Zerlegung des Adsorliates ist am Bei.spiel 
der Peroxyda.se-) weiterentwickelt worden, das uns für die Versuche mit Invertin 
als \’orbild diente, l'ür die Bindung und P'ntbindung des Bnzyms bedeutete es eine 
Verl)es.serung'), zwei verschiedene Lösungsmittel anzuwenden, um ,,die Verteilung 
der Peroxydase zwischen Lösungsmittel und .Adsorbens zugunsten des letzteren \m 
der Adsorption, im entgegengesetzten Sinne l>ei der Umkehrung des Vorganges, der 
lUution, zu beeinflussen“. .Auch die .Adsorption des Invertins wird vervollkommnet, 

‘ Zcit.'^chr. l. phvsiol. Cluiu. 73. Don). • 

') Zeitsclir. f. phvsiol. Choin. 107. [loio]. 

') K. \Vii.i.ST.\TTi:k, üic.sc .\nuaku 422. 4; [lo.'i]. h a. a. t)., S. Oi. 
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indem ninn stntt \s\ißni;cr Lö^nniicn \\dßn)i-ncvtoni};c aiiwcndci. Mit dreimal \\ciiif;cr 
Adsorbens entstehen Adsorbate, in denen das Verhältnis von Invertin znm TriK'keih 
nickstand drcinial ^üiisti.ijiT ist als fR-i tler A<ls<jrj»ti(ui ans waUri^cr Ia>siui>^. 

Kill weitmT l'ortsc'hritt iHstaiid in der traktionierteii Adsorption der lV*r<)xydast‘, 
liie auf zwei Wegen gelang. Ks war nielit nur nu»glieli. das ]{n/\ ni auf höhere Kon- 
ieiitratiou zu bringen, indem inan es nntrr Hinterlassung von Begleit stoffen duri li 
Aluininiumhvdroxyd adsorbierte, das Vertaiiren lieB sieh gleielifalls mit 'l\ »neide aueli 
(59] leiten, daU überwiegend die begleitenden Stoffe adsorbiert und aus der Rest- 
losinig das niclit adsorbierte Knzym in hohem Reinheitsgra«! wiediTgi wonnen wurdi*. 

Ihe Zerlegung des lVroxytlasoads«>rbates ist mit sehr sehwaeliei Saure glatt er- 
zielt worden, amlx'sten mit kohlensaurehaltigem Wasser. Aueh die Invertinadsorbate, 
und zwar ebensogut in elektronegativen wie elektro]H)sitiven Adsorbeiitien, ver- 
mögen wir in vielen !• allen mit einfaehen ehemisehen Mitteln zu zerKgen. und /w.ii 
mit sehr verdünnten Alkalien, nanieutlieh Ammoniak (von o.oi bis 0.1'*..) odei mit 
sekundären Alkaliphosjdiaten. Ammoniak bewirkt in besonders geeigneten Indien 
die Klution. sekundäres IMi()s])hat in allen untersuehteii. Hie Idution beruht aul 
der (’berwiudung der kleinen Affinitatsbetragt', dii* in den A<isorbaten wirken, duieh 
etwas stärkere Affinitäten. Hie Rolle der Idueiitien wird erst dann genauer zu erklären 
sein, wenn man »las X’erhalten desbaizvmsin versehietlenen. namentlieli in noeli hohen n 
Keiidieitsgraden kennt 

H.is bemerkenswerteste unter den veisehiedenen Iduentien ist Rohi/.uiker, mit 
dem wir das Invertin leielit und (juantitativ aus dem Aluminiumhvdro.xyd Ireilegmi 
können, wahrend er das Invertin ans der Ilefezelle nicht zu ebneren vermag, 

Hie Pdutionserscheinungen gewahrem tiet(‘ren l*anbli<k in die Zus.immcmsetzung 
d.er b'nzymadsorbate. I )ie Zusammensetzung und <lemzufolge das \ erlialten der Adsoi 
iiate ist nämlich von den Bedingungen ihrer Bildung alihangig. Wenn das Invertin 
.ius dem waÜrigen Hefeauszug bei egenwart von Ammoniak adsorbiert wird, was 
«iuantitativ gelingt, so verlmlt sieh das Adsorbat anders als nach den Harstellung 
aus aminoniakfreier. am besten acetonhaltiger bosnng. Has Inveitin ist im eisteien 
l'alle aus dem Adsorbat gar nicht durch Ammoniak elui‘ ibar. iH in A<lsorbat feliK-n 
mitweder Stoffe, die beim bduit-ren mitwirken. oder es enthalt zusammen mit dem 
Invertin Stoffe, die es fester an das (60] Aluminiuinhyrlroxyd binden. I*’s zeigt si<h, 
daÜ Stoffe beider Art in den Adsorbaten Vorkommen. Manche Tonenieadsorbate 
enthalten Begleitstoffe, deren Beseitigung das b.luieren cles Inva-rtins verhindert; 
amlere enthalte*!! Begleitstoffe, durch deren Bese itigung die h.lution des Invertins erst 
ermöglieht wird, bau Verfahren, solche Begleilstejffe aus d<n Ibfeaiiszügen zu t nt- 
fernen, ist ihre \’orbehandlung mit Bleiacetat. Nach dieser Reinigung fehlt «ler dunh 
rasche Autolyse gewonnenen Invertinlösung ein Stoff, der das Ivluienn aus dem 
Adsorbat durch Ammoniak ermöglicht. Hingegen liefern nur mu h diese r Reinigung 
die durch Neutralextraktion gewonnenen Hefeanszuge Adsorbate, <lie mit Ammoniak 
cluierbar sind. 



K. U'IIXSTÄTTKR und R Kackk; 

Diese Iklileitstolfe. deren Hinfhiß im folgenden genauer beschrieben^ wird, sollen 
als „Koacisorhcntien" und „Koeluentien" untersiineden werden. Es ist wahr- 
.schfinlich, daß das Adsorl)enduni an das AdsorlK-ns sowohl uniiiittelbar gebunden, 
wie auch dureli die Vermittlung eines Koadsorlx-ns gebunden auftritt, und daß es ferner 
mit solchen Ikgleitstoffen assoziiert sein kann, an denen das Ammoniak Ixim Eluiereu 
angreift, und daß diese auch fehlen können. Fehlen die Koadsorbentien, so ist das 
Iviizym lockerer gebunden, und das hduieren kann auch ohne Koeluentien erfolgen. 
Auch die Koadsorbentien differieren in Zusammensetzung und Wrhalten. Denn in 
den Produkten der raschen Autolyse sind sie nicht durch Hleiacetat fällbar, hingegen 
sind sie fällbar in den bei neutraler Reaktion gebildeten Hefeauszügen. 

Mit (len folgenden l’ormeln der Adsorbate suchen wir für diese Beobachtungen 
einen einfachen Ausdruck aufzustellcn; 

Koadsoröi n> A<ls<»rlK-ii.s 

I. I■nzyl^ 

KofllU ns 

((.•luKrl)ar durch .\minoniak) 

II. III. 

lüi/.yiii • Koad.sorbcus • .\tl.sorh«'U> Pn/.yni .tdsorhcns 

(nicht cluicrhar diircli Anunoiü.ik) (cluicrhar durcli Ammoniak) 

|6il II. Verhalten des Invertins in den Hefeauszügen gegen Kaolin. 

Nachdem L. MiciiAia.is' beobachtet hatte, daß Invertin von Kaolin nicht adsor- 
biert werde, fanden 11. V. l'd'i.Kk und S. Krid.incRi;* zur Darstellung wirksamer 
Invertinpräparate ..eine Kombination der Ikiteiweißung mit Bleiacetat und mit 
Kaolin“ geeignet. 

Unsere X'ersuche ergaben, daß auch in den durch rasche Aulolyse nach Ilt'DSON 
entstehenden Invcrtinl(>sungcn das Enzym selbst von viel Kaolin nicht adsorbiert 
wird. Diese Bestätigung war nicht nur wegen der nützlichen Anwendung von Kaolin 
allein für eine erste Reinigung der Invertinlösung von Interesse, sie war auch für den 
X'ergleich des \‘erhaltcns von unreinem und reinem Invertin von Wichtigkeit. 

Diese erste Bidiandlung mit Kaolin ist daher ohne Verlust von Invertin möglich. 
Wk't sie ist ungenügend. Denn wenn mit dieser Eiweißlx.seitigung (Behandlung 
mit 10 % Kaolin über Nacht) und dann weiter durch Adsorption mit Alumiiüuni- 
hydroxyd und Fdution und Adsorption mit Kaolin und Elution Invertin gereinigt 
wurde, so schleppte das Enzym sogar bei einem Zeitwert von o,8() luxh immer viel 
Eiweiß mit. F's zeigte in o.Aproz. Uösung luxh deutliche Biuretreaktion, kräftige 
Millonsche Reaktion und gab eine I'ällung mit Ferrocyankalium und Essigsäure. 
Dagegen verschwand dieser hartnäckige Begleiter, wenn die Eiweißadsorption durcli 
Kaolin in wäßrig-acetoniger Lösung vorgenonimen wurde. Die Anwendung eines 
schlechteren Lösungsmittels für die Eiweißkörjxr befördert eben ihre Adsoqition 

' ßuK'licm. Zoitschr. 7. 4SS [uxv/OvSj. 

* Zeit.schr. f. phy.siol. Chcm. 73. ? und zwar S. 338 [1911]. 
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durch das Kaolin, das der Invertiiildsung ein \ 'ielfaclics von Ik^<Jcitstolhi cnl/ichi 
wenn sie mit Aceton niäßii: verdünnt Ist. 

Hin nach Hrnsos dar^vstelltcr Iivfeau>/Ai^ wiuilc .1} mit ij% seines (Ge- 
wichtes an Kaolin ge.scliiittelt ; [62] das Kaolin naliin 0.7 "o vom Trovkonj;euK’li( 
der Invertinlösung auf. In h) und c) wurde dieser Kxtrakt mit .(0% seines \’olumens 
au Aceton venuischt und mit 12% Kaolin i;eseluitttlt. Das Kaolin entzog nun der 
Invertinlösung b) S,2 umi e) (>.2% ihres TriKkeiiriukstandes 

Daher mußte auch die \’orfrage entschieden werden, ob ancli unter diesen Tm^ 
standen Kaolin kein Invertin mit entfernt. zeigte sich, daß gewöhnlich in aceton- 
haltiger Lösung Kaolin einen kleinen Teil des Invertins adsorbiert, niitnntei gar 
nichts, aus manchen Hefeausziigen alx'r ziemlich viel. 

Den ersten X’ersiich mit Invertin in wäßriger Lösung führten wir mit .Xntolvseii 
tlu.ssigkeit aus, ehe sie \ ()n den Heferiiekstanden abfiltriert w ar. Naeh Ilehandeln mit 10”.. 
ihres (icw ichtes an Kaolin saugten w ir durch ein Pukallsches Tonfilter ab (Aidi. Nr, o*' Ah 


Nulldrehnngszeit der Hefefliissigkeit 

nach I'iltriereii von Kaolin jo.fi. 

I'ür den zweiten \'ersnch diente eine andere, von der lieh* abtiltrieiti* Invertin 
losung, die wir mit 12% Kaolin behandelten (Aidi (jtrHh 

Nulldrehnngszeit der ln\H rtinl()Sung 5 ;, 

nach Hchaiideln mit Kaolin^ 'S » 


Iin dritten Wrsuch wurde ein Ilefeauszng sogar mit dem gleii heii (a wirht Kaolin 
bearbeitet (7,00 ccm mit g) ; öa tler Zi-itwert siih dabei etwas verbesserte’, heint das 
Kaolin der Lösung W'asser entzogen zu haben (Anh. (>7). 


Nulldrehnngszeät der Lösung 87,5. 

nach Hehande’ln mit Kaolin 80. 


Hinsichtlich der Ivinwirkung von Kaolin auf die waßrig-ae<‘tonige Losung des 
Invertins liegt in vielen Versuchen, in denen diese llehandlnng der Adsorption mit Ton- 
erde vorangeht, die Krfahrnng vor, daß kein oeler fast kein Wrlust eintrat. In einem 
iHSonderen [63] \ ersuch wurden 100 ccm Hefe.'inszng mit 40 cem Aecton und i.’g 
Kaolin behandelt und nach dem Abfiltrieren dnrdi löndam))fen im \'akunm vom 
Aceton befreit. Der Menge-Zeit-Onotient vor dem Versudie war 0,50. am lönle 0,50. 
Für das davon abweichende \'er)ialten liegen Ilestimmungeii vor, <li<‘ diu kt mit dem 
acetonhaltigen Filtrat vom Kaolin ansgeführt sind, nml zwar mit 10 < ein, die man mit 
der Zuckerlösung auf 100 ccm brachte. Das Aceton bewirkte bei einem so niedrigen 
Frozentgehalt in der Bestimmnngsflüssigkeit keine lx'tra< htlj< he nernmiuig der 
Invertinwirkung. In allen Fallen ließen wir <las Kaolin, und zwar io% vom (h-wiiht 
des acetonfreien Extraktes, ülxr Nacht auf die mit 40% ihri-s Voliumms Aielmi 
verdünnte Invertinlösung einvvirken. 

I. Versuch. Drei Prolxn des nämlichen Hefeauszuges ergalH ii Küekgang des 
M.Z.Q, von 6,20 auf 5,45, 5,10, 5,23, also Invertinverlnste von 12, iH, 15,5%. Die 
Werte sind Maximalwerte, sie können bis zu b% zu IkxIi sein (Anh. Nr. p8), 
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2 . Versuch. Zwei rrobeii eines uiiclereii Kxtraktes ergaben Abnahme der M.Z.O. 
von 8,70 auf b,5() un<l 7,47, also Invertin Verluste von 25,5 und 14% {Anh. Nr. 99). 

j. und 4. Versiu'li. Hei zwei weiteren FMrakteii ^in^en die M.Z.O. von 0,499 auf 0,455 
und vono, 525 auf o,4b2 zurück ;alsoInvertinverluslevon7 und 12% (Anh. Nr. loound loi). 

5. V'ersuch. Fan anderer Ilefeauszu^ erlitt unter denselben Hcdin^unj^en Rück- 
’^an^ des M.Z.O. von 4,85 auf 4,06, also Invertinverlust von 7,7% (Anh. Nr. 102). 

Das Verhalten der .\ut(jly.senflüs.sij;keiten ist nicht konstant. In einer dersellxui 
(i Teil Hefe, 2 Teile Wasser; h'ebruar 1920) war <las Invertin durch Kaolin so reich- 
lieh adsorbierbar. daü dieses atis der 28% Aceton enthaltenden Flü.ssi^keit, nach 
20 Stunden ubj'etrennt, 44,2% des Invertins enthielt; davon ^ehen etwa [64] 4% 
für den Invertin^ehalt der iui Kaolin enthaltenen Waschflussi^keit ab. M.Z.O. des 
angewandten h'.xtraktes war naiiilich o.(>5, <ler des Kaolins 0,22 (Anh. Nr. io(). 

III. Adsorption des Invertins durch Aluminiumhydroxyd. 

I. H e s t a inl i ^ k e i t des In\(*rtins in Ace t o n 1 ös u n 
Die .Xnwt'nduni; ai-etoni^ w-aßrii^er I.dsiin^ ist nach der Keinimni^ des Invi-rtins 
mit Kaolin auch tVn die .Vdsorption mit .Muminiumhydroxyd vorteilhaft. Die auf- 
einander fol^emle Hehandluuy; mit Kaolin und .Muminiumhydroxyd erforderte bei 
^roLlen Mengen so viel Zeit, daU eine Schadi^un^ durch das orj^anische Solveiis zu 
befürchten war. Das Aceton übt ähnlich wie .Alkohol auf das Invertin außer der 
Heinnmn^ aiicli zerstdreiuh* Wirkuni; aus. die in Kapitel C vien.uier beschrieben wird. 
Diese Schiidi^un^ des h'nzyms ist von seinem Reinheitsi;rad ungemein abhanj;i;2. (duck- 
licherweise ist das Invertin durch seine Ht‘i;U*itstofle in <len Heleauszuj^en i^enü^end 
geschützt, so daß es in 28'*.. .\ceton enthaltender I.osun;^ dieses ^erim^en Reinlieits- 
^rades wahiimd nu-hrerer Ta^i* nicht erheblich leidet. 


Tahellr lo. Hrsl änd ij.;kiit des I n Vi-r t ins in ,>S .\ettnn »nth.ihenden IleUaus/iij^en. 
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[65] \’iel empfindlicher ist das Invertin schon in dem Reinheitsgrad, den es durch 
einmalige .Adsorption mit .Muminiumhydroxyd und Idution mit .Ammoniak erreicht, 
l'ür die so erhaltenen Invertinlösun^^en w ar ein organisches Fallun^smittel nötiv^. .Mx*r 
hier laßt sich die hanwirkun^szeit auf einige .Minuten abkürzen, da das Invertin aus 
der eingeengten wiißri^en Idüssij^keit nur bei (v mit .Aceton gefallt und in der Zen- 
trifuge rasch abget rennt zu werden braucht. 

l berraschend war die völlige Zerstiniing des Invertins durch Aexdon Ixd Gegen- 
wart von .Ammoniak oder .Ammoniumsalzcn. Ein unter Neutralisation mit .Ammoniak 
dargestellter, mit Essigsäure schwach angesäuerter He\eauszug änderte seine AVirk- 
samkeit 2 Alonate gar nicht, verlor aber nach A’ersetzen mit 40% .Aceton in 3 Tagen 
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88% der Invcrtinwirkiini^ (Anli. Nr. iio). In einer zweiten l^rolx* der Invertinlösunv; 
lx‘trug der Rückgang nach Zufügen des Aevtons sogar in einer Stunde 4.^ in J4 Standen 
q^% (Anh. Xr. in). Natürlich verhalten sich etxnso ander< dargestellte Aerton 
enthaltende Hefeauszüge, sob.ild sie mit etwas Ammonact‘tat versetzt wunlen, v^ir 
Ixobachteten z. B. in 24 Stunden Abnahme um 8^% (Anh Nr. m). Dagegen \Nar 
Ainmoniumi>hosphat (die in einem mit diesem Buffer dargestellten Au'*/,ug enthalteiu 
Menge) zusammen mit Aceton J4 Stunden lang unsehädheh ( Aidi. Nr. 1 1.\). Besonders 
energisch ist die Wirkung des Ammoniaks Ihm ('.egenwart von MagneNiumsalzen. Wir 
versetzten die Hefeauszüge mit Magnesiumacetat oder Magnesiumehlond und Am- 
moniak bis zur alkali.^chen Reaktion; die Invertinwirkung blieb kcmstaid. Als aber 
40% des Volumens an Aceton zugefügt wurde, trat in wenigen Stunden (luantitative 


Zerstörung des Invertins ein. 

Die Krklarunn fiir <lirso I-jschciminK li.-Kt in .Ut UiMuiiR v.ni Dnurtnnatim. 
tx'i .k-r l-iinvirkunu <ks .\nnn..niaks auf .\celnn. lusomkis. «io os sich /.oirI, Imm 
('„•R onwart von MaRiiosiumsalz. Das .\,niu nt.t auf [ 66 ] -las lü./.yni oino ('.iftcvirkunR 
aus (lio als oiuo oiufacho oluiuis.ho Roakti.m dos luvorlins mit doi .•\uuu..Rrui.i.o 
,kT Baso zu vorstohon ist, ahnlioli «io .lio von II v. I-n.KK uiul <> Sv.lNin'.u.; ■ v.u 
kurzoni iK-sohriohonon ('.iftuirkuuRon, z. B. v.... .Anilin tin.l .\nihn.k nvaton 


2. Selv kt i ve Adsorption. 

I.:s ist oino krtal.ruuR aus .liosor .Arhoit, .lall oino hostim.uto S-.rto Aluininiuni- 
hv.lroxy.l untor vorsohio.lonon Bo.liiiRunRon. z. B. in «aütiRor ...loi aool(.niR-«aLlriR. r 
l.usunR uiiRofahr Rloicho .StuffmoiiRon, aU-r vorsoliio.lono .MoiiRon I^.iizyni a.lsor .loM 
Kahor wird das Invortin, jo woiiiRor Aluininiuinliydroxyd man branclit, um oim 
ooRohono -Mouro dossodlKU zu a.lsorbiorou. in «lost., r.-inorom /ustando da.luroh ot^ 
balto«. Die zur .A.Isorpti.m dos Invortins orbmlorlioli.- Mouro vun Alum.mumby<ir..xy.l 
ist ein RO«issos Maß soinor Soloktivitat. Wenn z. B. für ..ino mit 40 \ol.-% A.ot.m 
vormisohte InvortinkisuiiR .iiiial «eiuRor Atuminiuiiibydr.,xy.i zur.,.tantitativoii A.ls..r,. 
ti.,n des Knzynis nutiR «ar «io in <lor waßriRon I-usunR. so «ar auch -las a. sorbi. rf 
Tr.Kkcngewidit für dio RORoboiio InvortiiimoiiRo im ofst..n ballo iiiiRofalir tma 

Das .AdsorptionsverniÖRon nicht nur vorschio.Ionor .A.lsotb. ntii 11, .iiu 1 v r 
dener Darstellungen von Aluminiiiniliydroxyd differiert in weiten (.renzen, um ( a. 
.AdsorptionsvermÖRon eines Ix-stimmton AdsorlKns]ir.iiMr.itis difkri.rt je n 
BodinRungen sc-iner AinvenduiiR. Das A.isorptionsvornmRon .kr 'loiior.io o.Im oiii.s 
anderen .AdsorptionsniitteU für Invortin .Itückon «ir mit ein.-m Maße aus .las , A.Isor,.- 
tionswert" für bestimmte BedinRunRon der A.Isorption heißen s..ll; es laßt si.h natür- 
lich mutatis nuitandis auf dio Adsorpti.m anderer Enzyme iilH rtraRen. Als „A. varp- 
tionswert" bezeichnen «ir dio MoriRO K.rhrzucker in (•.ramm, .he in rt-i-r.-z. lazsuiiR, 
enthaltend 1% NaH.BO., von i R [67] unter bcs^timmten Be.lmRunRen mit Invertin 
gesättigtem Adsorbens bei 1^5 i» i Minute zur o-Drehung invertiert «ird. 

‘ Benncntforschung 4 . 2<) Liozoj. 
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Bfispiele. \V)ii der mit Invertin ^esdtti^en Aluininiumhydroxydsiispension 
ließen wir 2,5 am, enthaltend o,(/)3H A1(()H)3, auf 4 g Rohrzucker unter den Be- 

dingungen der Zeitwertdefinition einwirken. Da gemäß der gefundenen Xulldrehung 
von 45 Minuten für i g Aluminiumhydroxyd 45 • Minuten nötig wären, um 

4g Rohrzucker zu 75,75% zu sj)alten, so würden in i Minute 
Zucker auf 0" invertiert. 

Indirekt ergab sich der Adsorptionswert aus der Wirkungsahnahme einer Invertin- 
hisung und der Adsorbensmenge, Von einem acetonhaltigen Ilefeauszug ergalxui 
2,5 die Nulldrehungszeit 104. \'on dieser Invertinli>sung erforderte il 3.97 g 

Aluniiniumhydroxyd, um M<S% des Ivnzyms zu entfernen. ])ann wären für 2,500111 
anzuwenden ^ g. denen die Nulldrehungszeit ' zukam. I'ür i g A 1 (()H), 

berechnet sich daher die Nulldrtdumgszeit ^ • Der Adsorptionswert 

des .Aluminiumhydroxyds, die von i g. invertingesattigt, in i .Minute invertierte 
Zuckermenge, ist (dso . 

Den .\dsorptionswert des Aluminiumhydroxyils. das wir durch Fällung mit 
Ammoniak aus dem vSulfat dargestellt hatten, bestimmten wir mit einem Hefeauszug 
unter verschit'denen Bedingungen und famlen ihn in acetonhaltiger Lösung größer als 
in alkoholhaltiger und 3- bis 8 mal größer als im schwach sauren oder schwach am- 

moniakalisc'hen Ilefeauszug ohne organi.schcs Solvens. 

^ .Vdsorption.swiit 


l. l‘ür den sauer reagierenden Ilefeauszug o,.|3 

2 schwach ammoniakalischen Hefeauszug .... 0,49 

; 28% .\lkohoI eiithaltenden Hefeauszug .... I. p) 

j 28% .Aceton enthaltenden Hefeauszug .... 1,94 


168 ] Talulle .’(). Seh'ktive .\ d s<> r p t io n in i t .\ 1 um i n i n in h vil ro x y d. 
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[69] Onaueruiul vollständiger i>t eine Wisuchsreiho. in der llefeans/.iige jiach \\n- 
reinigiing bis zur vollständigen Wegnahme des Invertins mit Aluminiiimln aliowd 
behandelt wurden. Aus der Menge des letzteren und ileii Zeitwerten der Ivxtiakte 
ergalxm sich die Adsorptionswerte \aui 0.34 bis und aus den Tr(K kengewichten 
der bösung vor und nach der Adsorptum gingen dii' Invertinzeitwerte (».S bis 
für die im Aluminiundiydroxyd enthaltenen Substanzmengeii hei vor (ln\ ertingehnlt 
Ix'zogen auf 0.05 g Trockengewicht) Man erkennt feiner aus der Tab. jo, dad fiii dii* 
Ad.'iorjdion aus einem Hefeauszug mit Acetonzusatz dei Zeitwert soviel günstig*! ist, als 
das entfernte Trockengewicht kleiner im X’ergleich zur .\ds*u pti*»n ans waßiig* in Medium 

Die Adsorption wurde gewöhnlich Ix-i schwach s.uiiei Reaktion der liucitm 
lösung vorgenommen; sie gelingt mit etwas mehr Ads*ubens aiuh mit sthwacli am 
moniakalischem Medium. alxT in diesem 1 ‘alle wird schon an *las Wasehwassei vu l 
Invertin wieder abgegeben. 

Das angewamlte Ahuniniumhydroxyd war aus reiiuan .Mnminiumsnlfat *>ilei 
Ammonalaun dargestellt Die siedende bosung des Aluminiumsalz(‘s wnnh* in dünnem 
Strahl in i5proz. Ammoniak eingetragen, »las im Ihnailtopf durch hanli iten von Dampf 
erhitzt und weiter mindestens einen Tag im KiK’hen erhalten wurde. Wenn nach dem 
Auswaschen durch I)ekantieTen. was i'ine Woclu* zu dauern pflegt, mit Nesshns RiMgeiis 
keine l'arbimg mehr entsteht, so bildet das Alumininmhydr<)xyd eine zalu'. pla'^^isclu‘ 
Mus.se und verteilt sich zum Teil kolloidal. Das Adsorbens ist dann gut bram hbar. 
selbst wenn es noch Spuren von SO^-Ion enthält, bm auch diese noch zu inth rnen, 
muß man ein zweites Mal mit [70] Ammoniak erhitzen uml dies, da man ni* ht mehr 
dekantieren kann, so lange fortsetzen, bis die Flüssigkeit ammoniakfrei ist. 

Wir verglichen die Adseirjüionswirkung dieses Aluininiumhvdroxyds, das si* li 
in Mineralsaure auch in der Hitze nur langsam l*»st. mit i*inem in Sauri* leicht losli« hen, 
schönen Präparat von Ib Mkrck, dem , .Aluminiumhydroxyd in Teigform” und mit dem 
trockenen Aluminiuinhydroxyd jniriss. subt. derselben l'abrik. Das unter langem 
Kochen dargestellte Hydroxyd, das wahrscheinlich eine wassiTarmere, lädier mole 
kulare Verbindung ist, Ixsitzt 2 \:- bis ^faih höheren A<lsorptionsw<‘it ab das 
,, Aluminiumhydroxyd in Teigform” uml *S- bis «^fachen im Vergleich zum feinen 
Pulver des Handels. 

AiK'h der Reinheitsgrad des Invertins, das mit eimmi kaufliehen Aluminium - 
hydroxyd adsorbiert und daraus wie sonst mit Ammoniak eluiert wur<le, blieb zuiü( k 
hinter dem analoger Präparate, die mit Hilfe des Ix'schrielxnen Aluminiuinhy<lroxyds 
gewonnen waren. 

3. Bestimmung des Invertins im Adsorbat. 

Für die Peroxydase wurde vor kurzem gezeigt'), ilaß man die Wirksamkeit des 
Enzyms nach seiner Adsorption, z. B. durch Aluminiumhydroxyd, wie Ix i dem in 

' Vgl. R. W1U.3TÄTTER, diese Annalen 422, mul zwar S. 

') R. Wiu^ST.Attkr, dk-se Annalen 422. 4;, und zwar S. M 



K. \\ lI.I..STATtKR und F. kACKK: 

WassiT ((uantitativ lK*stinmien kann mul daß die Purpiiro^^allinzahl bei der 

Adsorption unverändert bleibt. Das Entsprechende trifft auch beim Invertin zu. 
Ivine Invertinlösun^ ändert ihren Zeitwert nicht, wenn sie mit Aluminiutnhydroxyd 
vermischt und durch^eschüttelt wird. Auch fanden wir in einer Reihe von Adsorptions- 
versuchen (Tab, 2i) mit Aluminiumhydroxyd im Adsorbat meistens 100% vom 
Invertin des angewandten Ilefeauszu^es. 


[71 1 r.iht'lle Ji 
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Daß das Invertin im Zu.struid der Adsorptionsverbindun^ noch wirk.sam ist, 
hat b. Michaklis ‘ als erster nachj'ewiesen. hj .schloß daraus: ..Das l'erment braucht 
also nicht in Lösung zu sein, um seine Wirkung zu entfalten, sondern hat auch in 
adsr)rl)iertem Zustande seine Wirksamkeit. Das le^t tlie Möglichkeit besonders nahe, 
daß das Ferment auch in seiner scheinbaren wäßrigen bösuni; nicht in wirklich ge- 
löstem Zu.stande, sondern als mikrohetero^eiie Phase im Sinne HkKDIGs enthalten 
sein kann." 

Es war wohl möglich, daß das Invertin im Adsorbat wirkt ohne gelöst zu sein, 
denn es wirkt auch vollkommen in der Ilefezelle und scheint in ihr in einem unlöslichen 
Zu.stande enthalten zu .sein. Aber es verhält sich anders im .\d.M)rbat. Während 
es aus der Ilefezelle vom Rohrzucker nicht herausgelöst wird, eluiert der Zucker der 
Be.stimmungslösung das Tmzym ([uantitativ aus dem Adsorbat. Das Invertin wirkt 
also gelöst bei der Prüfung des Ad.sorbates. 

Zu der bei der Zeitwertbestimmung üblichen Rohrzuekerlösung wurden 10 ccm 
in Was.ser suspendiertes Ad.sorbat gegelHm, das in der Zentrifuge vom Extrakt ab- 
getrennt und gewaschen worden war. Nach \i) Minuten [72] wurde eine Probe von 
der Hestimmung.slösung entnommen und mit Soda sistiert. Zugleich wurde rasch der 
Rest der Ile.stimmungslösung in der Zentrifuge vom Aluminiumhydroxyd getrennt 
und in der klaren l'lüssigkeit erst nach weiteren 51 Minuten mit Soda die Inversion 
unterbrochen. Die Drehung der Lösung hatte nach den 39 Minuten 9,60° betragen 
und in den folgenden 51 Minuten auf 2,47 "" abgenommen. Aus diesen l>eiden Proben 
berechnet sich alx'r dieselbe Nulldrehungszeit, nämlich iiö und 117 Minuten; das 
Paizym war mindestens am Ende des ersten Zeitabschnittes quantitativ frei in 
Lösung. 


lUiH'heni. Zeitsehr. 7. 4vSS (uav/oS). 





Ziir Kcimtnb des Invertms. 


577 


4. Hestaiuii^keit des Invertins im Aiisorbat. 

Die Hefeauszüge zeigen in langen Zeiträumen konstante Inveitinwiiki’mg. Diest' 
Beständigkeit des Invertins IxTiiht auf der Selmt /.Wirkung von Begleitstoffen. In den 
Adsorbaten ist das Enzym meistens weniger beständig und es ist ungleielimaÜig Ixst andig. 
Die Erscheinung bietet große Mannigfaltigkeit, die wesentlich darauf /.uiuckzufuhuii 
sein dürfte, daß in den Hefeauszügen Stoffe enthalten sein kiinneu oder fehlen kilunen. 
die auf das Enzym störend einwirken und ferner, daß dem Invertin in die .\dM>tl)ate hin 
ein genügende (xier ungetuigeiide Mengen von sclurtzend wirkenden Hegleitstoffi'U folgen. 

Für die Mehrzahl der Versuche dienten flie durch rasche Autolyse bei Eegerrwart 
von Toluol Ik'reiteten Invertinlösungen, verdünnt mit ..|o"o Aceton. Das baiiviu wurd«* 
quantitativ vom Aluminiundiydroxyd aufgenommen, das Adsorbat (juautitati\' in 
der Zentrifuge abgotrennt, und in dersellxm 2 - bis jmal mit destilliiutem Wasser 
gewaschen. Solclie Adsorbate zeigen mitunter z. B. im Versuch i bei mehrtägigem 
Stehen langsames \’erderlx-n des Invertins, 

Versuch 1 (.\nh.nig Nr. ii;i. m/o i.u.uinK’<iMU 

o SUmden all . i 

na.s.sclhe, O Tage alt . . !..-’On S; a 

DassellHv iS Tage alt »».S/;, 1;;"., 

[73] Die Adsorbate waren öfters weniger haltbar in den IIeft*aus/iigen selbst, in denen 
sie gebildet waren. Im W r^uch J wurde V(»m Adsorbat eitu* Probe bald na< h dein 
Zufügen des AdsorlKms bestimmt und weitere Proben nach längerem Stehen in der 
vom Enzym befreiten acetonhaltigeii Autolysenflüssigkeit, 


VriMuh j (.\iihang Nr. iiS). vi 

.Vdsorh.at, .S4ifnrt nach HiMung i.nj 

l)a.s,sellK‘, ,} Stunden lang nn llefeau.s/ug <' ; i; ^ 

Da.sselbe r Tage lang ini lleteaus/ug »»/o; 0 ^ 


Die Autolysenflüssigkeit kann z. B. etwas Amin entlialten, von Carboxylase ans 
Aminosäure gebildet, und dieses vermag, ähnlich wie na< h En.i’.K und SvaniiivIu; 
Anilin, mit dem Invertin unter Zerstörung seiner enzymatischen Wirkung zu reagiiueii. 

Den Vergleich der Beständigkeit im Ilefeextrakt und nach der Abtnimung 
von ihm wiederholten wir mit Aluminiumhy<lroxy<ladsorbat aus dem namli( hcii Ileh- 
auszug, und zwar irn Parallelversuch mit und ohne den (lehalt von Auton, Ih r 
dritte Versuch (Tab. 22] zeigt, daß das Invertin beim Aufbewahren de^ A<lsoibates in 
der Mutterlauge mehr leiden kann als im isolierten Adsorbat, daß aber die (»egeiiwait 
von Aceton ohne Einfluß ist. 


Tabelle 21 (Verbuch .Anhang Nr. 115). 
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[74] Dieser Unterschied der Beständigkeit im llefeaiiszug und getrennt von ihm 
wird aber nielit iniiiier gefunden. Hei einer anderen auf übliche Weise dargestellten 
Autolysenflüssigkeit (V’ersuch 4) war das Adsorbat gleich haltbar in der Mutterlauge 
wie getrennt von ihr, 

VerMuh .4 (Anhang Nr 


M./ O 

Adsorhat, s<jfort nat)> Hildung ^*.715 

Da.sstlbe, j ; Sluudcn ini aectonlialligL-n lAlrakl . . <),o;<> 

DassellK-, :.\ Stunden in Wasser snsjx-ndiert <',0;; <,:% 


Zur hjkliirung di(‘ser widerspruchsv^dleii He<)l)achtungeu tragen iK'Sonders zwei 
Beispiele mit entgegengesetzten Resultaten bei, ein Fall von rnbeständigkeit und 
einer von Beständigkeit d»‘s Adsorbates. 

hau nach dem V^Tfahreii der Xeutralextraktion (mit Ammoniak) dargestellter 
Ileteauszug, acetonhaltig, lietertc' ein Adsorbat (\’ersuch 5), das schon frisch nur 
72% der Invertiuw'irkung des Ivxtraktes besaÜ. Rasch abgetrennt und gewaschen, 
verlor es vom nunmehrigen Fnzymgehalt bis zum nächsten Tage uie<ler 20'’... 

Värsuili ^ (.\nhang Nr. 1 i<i). 

'I / Iti\( 

I lrleau,s/,ug, „’S",. A<'(ton enthaltend 

.\dsorl>at, solorl n.ieli Uildung , .!,Si ;j"„ 

Dasselbe, r.iseli isolu rt, mu h j | Stund< n . j,;; .^7 

FdiK’tn anderen .\dsorbat. das aus dem ersten \ ersuche stammte, wurde durch 
hduieren mit Ammoniak (‘in großer Teil vom Invertin entzogen, nämlich so viel als 
mdglich. In diesem Zustande, in dem (‘S noch 2t»*’.> von seinem ursprüngliclu'u Invertin- 
gelialt halte, bewahrten wir das Adsorbat, in Wasser aiifge.schlämmt. 5 Tage lang 
auf utid fanden (Vetstich ü) in dieser Zeit die Invertinwirkung koiistant. Der fester 
gebumh'iu' Teil d(‘s luvet (ins war also sehr beständig. 

Vtrsiu'h o (Anhang Nr. i:n), ^ 

.Vd.solhat, Iii.mIi 

Da.ssi-lhe, naii» l'duieruii «> j;: jo 

Dassrlhc, narh n 'ragni <*. (S j „'O ; 

[75] fhis Wrhalteii des Invertins im Adsorbate ist. wie besonders die Frscheiuungen 
beim Ivltiiercn lehren, verschieden, je nachdem das Invertin unmittelbar oder durch 
Wrmittlung von Koadsorbeutien im Aluminiumhydroxyd verankert ist. llavon hängt 
auch .seine Beständigkeit al). l)as Invertin kann auch in einem und demselben Adsor- 
bate zum Teil durch Vermittlung der Koadsorltentien, zum Teil unmittelbar au das 
Aluminiumhydroxyd gebunden sein, teilweise beständig, teilweise leicht zersetzlich. 
Im X’ersueh ü war nur derjenige Teil im Aluminiumhydroxyd zurückgeblielxm, der 
durch seine Vergesellschaftung mit Begleitstoft’en am festesten gebunden ist; diese 
schützen das Fhizyin. das Adsorbat ist haltbhr. Im Versuch 5 hingegen lag ein Ad- 
sorbat vor, dessen Verhalten gegen Kluentien nur mit der Annahme erklärt werden 
kann (s. Abschn. I und IV), daß es keine oder wenig Koadsorlxmtien enthält. Damit 
steht im Kinklang die auffallende Unbeständigkeit des Invertins im Aluminium- 
hydroxyd. 
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Kur diese inaniiigtaltij^cn MTseheiimie^en wird al>o die 1 -jklanuv^ ^esuelit in drr 
sclint/endeii Wirkung der Bei;]eitstoflo. mit (Knuii das Invertin dnreh Ad>oi])tii*n 
verbunden ist. Wenn tlie Losnie^en nnd Adsorbate an diesen Koad.sorbentien vei- 
armen, so wird das Inveilin der Zerset/.nn^ leieliter /ii^anj^lieli. 


5. Fraktionierte Adsoi]>lion, 

Zahlreiche X'ersnche zielten auf fraktionierte Hehandlnn^ »ler lnvirtinl«>''nn^en 
mit Aliimininmhydr(»xyd hin. nm im Adsorbat nnd aus ihm Ihi/ym vnn m()^lich>'t 
hohem Reinheitsi;rad /n erhalten. Der erste Anteil der eifonierlit heu Adsoilu ns 
men^e nnd dii- letzten Anteile nehmen meistens mit weiiiv; Invertin \ii‘I von den 
lky;leitstoften auf. so daß es nahe lie^t, <lie erste Fraktion des Adsorbates zn ver 
werten nnd v«)r der letzten die AiDorjttion ab/.nbreehen. Bei (U-n \ eisnchen in ^loÜein 
MaLfstab hat sich aber nur das unvollstandii;e A<lsoibieren [76) des Invertins, / B. 
von S5 bis <♦()”.., bewahrt, wahrend für die baitfermni}; der leichtest adsorbierbaieii 
Neben|)ro<lukte die \’orbehandlini^ mit Kaolin in acetonhalt j:aer l.osnm; ^;h ii hmaÜij^er 
ausfiihrbar war und mindestens ebenso ^misti;a wirkte. Dm z B. nur o. di‘i zur 
Adsorption ndtii^en Menj.;e Ahiminiiunhydroxyd anznweiiden. versnchteii wir anfanv;s, 
diese vor der \\Tarbeitnn;a i^roLler hAtraktmen^eir in kleinem MaBstab anszuprobieren. 
Alx'r die im kleinen ,:;efnmh iien Zahlen lieBi-n sieh nieht auf die •^roBeti Mem;en übet 
traü;en. Bei \’ersuchen in '^müem MiiBstab stimmten die im kleinen Inr die 'fotal- 
adsorption ausprobierten Meir^eii Adsorbens nicht nml noih weni^vr der Inr eine 
Teiladsorption ermittelte Anteil dieser Men^e. Beispielsweise war für einen mit Kaolin 
vorbehandelten acetonhaltiv;en Hefeauszn^ mit 100 ccmA’roben ermittelt worden, 
(hiB von <h-m im ganzen ndtij^eii Adsorbens mrr vom Invertin anfnehmeii, 
Bei der Wiederholung^ mit jl nahmen aber lo"., Adsorbens nieht w(i)i;.',ei als 
des Invertins auf (Anh. Nr. ui), nnd in einem \'ersrrch mit 4 1 adsorbierten 20% der 
ansprobierten Adsorbensmeii^e 5 F’** vom Invertin (Anh. Nr. 122 ). Daraus zoKen wir 
die Iwhrc, irr der prä]>arativen Arbeit, wonn z. B. 15 bis »o 1 Ilefearrszn^ in t» bis 12 An 
teilen verarlx'itet wurden, zunächst in einer ganzen 2 ' l-Borti<m zn bestimmen, 
wieviel Aluminiumhydroxyd zur ( »esamtads(nption mdi^ war, nm davfjii in den nbri^;en 

I-Portioneii 85 bis r^o",, anznwendeii. Abi r aneh dii* in vtrdBerein .MaBstab z. B. 
mit einigen Titern Ilefeaiisztrg ansjrrobierte Teiladsorption i-'t ni< ht leprodu/T rbar, 
sondern das Fjgebnis wird von der Art, wie das Adsorbens eingetragen, wie ges( hnttr-lt 
wird u. dgh, stark IxeinfluBt. 

Die l’rairarate werden reiner, wenn das lujzym ans dem Ileleauszng ni< ht voll 
ständig adsorbiert wird. Aber der Krfolg diese r N erbesM-rnng kann diirdi Stornngi n 
beim Hluieren oder durch größere Zersetzlichkeit des [77] Invertins in der l‘jnti(m 
leicht wenigstens teilweise verloren gehen. Zum Beisjnel verarbeiteten wir v‘>n einem 
Hefeausziig 25 1 mit vollständiger Adsorjdion und gewannen aus dem Adsorbat i gi g 
Invertin vom Zeitwert 5,5; andererseits wurden ans 4 1 nur 70% ads<»rbiert mit dem 

cd 
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Kiide, daß die Klution ein Präparat vom Zeitwert 2,6 lieferte, alx*r in viel weniger 
giinstigi-r Ausbeute (0,4 g). 

Das Versuchsmaterial ist zu umfangreich und, da die Ilefeauszüge ähnlich wech- 
selnde Beschaffenheit wie die Hefe selbst halxn, zu kompliziert, um veröffentlicht 
zu werden. In der Tab. 23 sei nur für die fraktionierte Adsorption ein Beispiel an- 
geführt, das den flachen Beginn, sodann das steile Ansteigen und das asymptotische 
Paule der Adsorjdionskurve zeigt. P'ür die Anwendung von Adsorptionsgesetzen ist 
die Zusammensetzung der Pösungen und der Adsorbate viel zu komplizierte. 


lalK-lle .23. 
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IV. Elution des Invertins aus dem Tonerdeadsorbat. 

I. Ivhition mit verschiedenen Mitteln. 
l)a.s Ad.sorbat von Invertin in Aluminiumhvdroxyd gibt an reines Wasser kein 
Paizym ab, auch nicht au kohlensäurehaltiges und mit Kssigsäiire angesäuertes. lUu- 
entieii sind in erster Pinie Rohrzticker, der das .Vdsorbat «luantitativ zerlegt (vgl. 
Abschn. IIP 3), in zweiter ein schwach alkalisch reagierendes Salz, nämlich [78] Dina- 
trium- oder Diammoniumphosphat, in dritter Pinie Ammoniak und Ammonoxalat, 
in vierter Natriumcarbonat und Pyridin. Von den sekuiulären Phosphaten, die dem 
Ammoniak weit überlegen sind, machten wir in großem Maßstab seltener Anwendung, 
weil in die, sein Fall die lüution der Dialyse unterworfen werden mußte, ehe inan sie 
fällen Oller für eine weitere Adsorption verwenden konnte. 

Die Adsorbate verhalten sich je nach den Umständen ihrer Bildung und nach 
der Paitstehung der Invertinlösimg verschiedim. Die folgenden Angalxm beziehen 
sich auf die Verarbeitung von Ilefeauszügen der raschen Autolyse, die mit Aceton 
verdünnt und mit Kaolin behandelt wurden, mit Alüminiumhydroxyd, das nach 
(piantitativer Aufnahme des Enzyms rasch in der Zentrifuge abgetrennt und dreimal 
mit Was.ser gewaschen wurde. Den Invertingehalt der Idution Ixstimmten wir in 
dieser selbst nach der Trennung von der Tonerde unter den Bedingungen der Zeit- 
wertdefinition. 


i. Ad.sorbat (Anhang Nr. 12O. vwt invcnm 

Idution mit iproz. XadlPO^ 7(^,5 

,. ipro/.. (NTP)iin’(p 7S.J 

,, 0.(13 pro/.. Ammoniak 40, (> 

,, ipro/.. Ammouoxalat’ 30,5 


‘ Für diesen Versuch diente eine andere, ähnliche Darstellung des .\dsorbates. 
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Das Verhältnis zwisclicn Soda und Ainnuuiiak ^in^ aus vinein \’i‘ri»lerch horv (U, 
in welchoni ein Adsorbat zum 'IVil von <'.oiSn-Aiimumiak. andeierstdts mit o.oiSn- 
Natriuincarbonat eluiert wuuU- Die ammnniakalisohe b'lution enthielt dreimal mehr 
Invertin als die Sodalösuiiii. ln älmliehem MalW ist l’yridin uny;tmsti^er wie Am 
moniak. 

Die Adsorbate verbrauchen sohut eine ^i\\is>r Mi‘nv;e Alkali. / H. da>jeniv,e 
aus 1 1 Ilefeauszui^ (r TI. Mete und 2 Tie. Wasser) o. ^^ Ammoniak Sie [79] ^eben 
an Alkalilbsungen, die zu ihrer Xeiitralisation nicht ^mnij^en. sehr weni); inveitin 
ab. Wenn aber die Alkalimeii^eii zur Al)satti^un^ der Adsorbate ausreiehen. sn !><•- 
fördert eine Vermehrung die lÜution kaum mehr. bX ist daher leicht, bei der ld\itu>n 
im Hestandi]^keit.slK*reich des Invertins zu bleiben, das sich nach C. S. lli’DsoN und 
II. S. 1 *.\ink‘ IxM 15 M)is 0,02 n-IIydroxylion erstreckt. Wurde das wie oben dari;est eilte 
Adsorbat aus 100 ccm Ilefeauszu); mit W'asser wieder auf loo ccm ^'bracht, so uiuK^ " 
bei 0,002 Ammoniakv^ehalt des Wassers (odi‘r ikkIi 5 mal weni^;iT) nur 5 bis S",; 
vom Invertin in die Klution über, da^ej;en in dassellu* \’olumen von t),02i»ro/. .\m- 
moniak 50, von iproz. 5<)% des Invertins. Wie<lerholti‘ banwirkimi; von verdnnntmn 
Ammoniak ließ den eluierteii Anteil bis auf <>5“o anstei^eii. Durch Zusatz von Salzen, 
z. II. v«)n Calciumchlorid oder Ammonacetat, wunle die Idution vermindert und bei 
j^rußerer Konzentration des Ivlektrolyten ganz gehemmt. Anders verhalt es sieh mit 
phosphorsauren Salzen, z. H. Mononatriumphosphat, das zusamnu-n mit Ammoniak 
"O günstig wie Dinatriumi)hosphat wirkt. 

.\<bnrbat (Anhang Nr i;0) 

i. bluliiai mit ()<j.jpr<»/.. NH, 

NH, un<l ';<xi;pr(>/. cH,^()iNH, 

; <),<i,rpru/. NH, und «».o^pro/ cH,COiNH, 

uojpniz. NH, und <>,jpr<»/.. CH,COiNH, 
r 'i,(0].r(iz, NH, und c A.sparagin 

'nopro/. NH^ und As|,aragin 

;. j],r(»/.. NH, und o.spro/. Asparagin 

e .\d',<,rl)at (.\nliang Nr i.;;) 

1. 1-Jutioii iiiil i),f i.jjiro/.. NH, 

j)r(,z. NH, und c.iCl, 

c <j.().tpr(;z# NH , und <-'»5pi<'/. C 1 

.}. < ),< 14 prii/.. NH, und j pro/.. CaCh 

[80) 4. Ad.sftrbal (Anhang Nr i.-.-) 

I. Klution init o,o4pro/.. NH^ . . 

<thne NH, mit o.oqjro/. NalKTO, 
c mit 0,0.; pro/.. NHt und o.,;])ro/.. Nalid'O^ 

4. (;,o.rproz. NH, und o.'x.|^prn/. NallJ’O, 

;. , o,o5proz. NH, und <,,>j>roz. NaH,l’<h 

0. o,(j5proz. NH, uiwl ijm»/.. NalKPO, . 

;. iproz. NH, und o.^proz. NalKI'O, 

Diese Versuche bedeuten nur eine X'orarln'it für die prap>arativen Zwecke, Sie 
lassen sich mit reineren Präparaten nicht ohne weiteres exakter gc*sta]ten, weil für 

' Journ. Am. ehern. Sfx-. 32. 7;4. izzo (o/io) 
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(las b(‘S('liricbene Wrlialtcti des Invertins l)eini Ivluieren elx:n seine Beiniisclmn^en 
mitverantwortlich sind. 

2. IvinHiiü der Koadsorben t ien und Koeluent ien. 

Die Ib'^leitstoffe des Invertins wirken lx*i seiner Adsorption und mxli viel mehr 
l)ei der Ivlution aus dem Adsorbate mit. Sie sind nach der Rolle, die ^ie spielen, wie 
im I. Al)schnitt dieses Kapitels aus^efiihrt wurde, als Koadsorbentieii und K(K‘luentien 
y.w unterscheiden. 

Vcrluilimi der durch rusche Anlolyse gewonnenen Heleaus:iiiie. 

An der I'dution mit verdünntem Ammoniak .sind Hej'leitstoffe beteiligt. Wird 
der Ilefeextrakt einer V'orreini^un^ mit Hleiacetat, die weiter^eheiul als die mit 
Kaolin ist, unterworfen, so fehlen diese Begleiter, fnter gleichen Bedin^unj;en wie 
.sonst entstehen mit Aluminiumhvdroxyd Adsorbate, die durch Ammoniak nicht 
ehiiert wc'rden. Sekimdare rhos{)liate, die das Ammoniak in der W'irkunii auf die 
Adsorbate übertreffen, lc'j.;c‘n auch in dic'sem Falle' Invertin aus dem Aluminium- 
hydro.xyd frei. 

I. \'ersuch. Der llefeausx.u^ wurde mit überschüssij.;em Bleiacetat vollständig; ge- 
fällt; nach der Fntfernung des Bleis mit SchwefeKvas.serstoff führten wir aus aceton- 
haltiger Fdsung das Invertin (luantitativ in Adsorbat [81] über. I )it‘ses gab an 0,04 pro/,, 
Ammoniak nur eine S|)ur Invertin ab. 

' 2 . WtsucIi. Imu anderer Uefeaus/.ug, mit Kaolin gereinigt, lieferte nach dem be- 
schriebenen Verfahren ein Adsorbat, das mit Ammoniak in normaler Weise eluiert 
wurde; die* l^lution enthielt etwa 40 “o vom Invertin der h'.n/.ymldsnng. 

Von dic'sem l'Atrakt wurde ein Teil mit Bleiacetat gereinigt (500 ccm mit 14 g 
Blciacetat); bei der Ausfällung des Bleiüberschussc's und Klärung dnrcli Kiesel- 
erde verlor die Lösung 25% vom Invertin. Nach Zusatz von 40% Aceton adsorbierten 
wir das Inveitin vcdlständig mit Aluminiumhydroxycl. Das Ad.sorbat wurde gcdeilt. 
Fan Anteil gab an 0.04 proz. Ammoniak hckdistens 1% vom Invertin der angewandten 
Lösung ab; nach .Abtrennung der Flution enthielt das Aluminiumhydroxyd noc.-h 
()i "o des Invertins. Fan anderer H'eil des Adsorbates lieferte mit i proz, Diammon- 
I>hosphat eine lüution. die vom Invertin des Ivxtraktes enthielt (Anh. Nr. 120). 

j. A'er.such. haue andere Hefeflüssigkeit der raschen Autolyse wurde zum Teil 
mit Bleiacetat gereinigt. Das Adsorbat daraus gab an o.o.tprc'tz. Ammoniak nur 3%, 
hingegen an 1 proz. Diammon])hosj)hat 40% vom Invertin des Hefeauszuges ab (Anh. 
Nr, 130). 

Der übrige Teil des F'xtraktes wurde ohne Bleiacetat und ohne Kaolinlxdiandlung, 
aber mit Aceton verdünnt, zur Adsorpticm verwendet. Aus dem Adsorbat eluierte 
0,04 proz. Ammoniak .|()% de.s Invertins (Anh. Nr. 131). 

4. Versuch. Nicht so eindeutig sind luscheinungeii zu erklären, die bei der Ad- 
sorption aus acetonfreien, ungereinigten Hefeauszügeii beobachtet wurden. Ein so 
gewonnenes, 3 mal mit W'asser gewaschenes Ad.sorbat schickte bei der Elution mit 
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,,.05i)roz. Ammoniak nur ein Drittel der .u^'wohnliehen Men^v, namlieh I4^ (82] des 
Invertins (Ix-zo^en auf den Heteausziv^) in I.<»Min^ (Anh. Xr. i ;j). Da das Alu- 
ininiumhydroxyd aus der w.illri^en l.<»suni; mehr V(»n ot^aniselien \ erl>ijulun^eu auf- 
nimmt als aus der acetonhalt i:^eu, s«» ist es im»;^lieh. daß in diesem Dalle im Atlsnrhat 
die Stoffe vermehrt sind, die das Inxeitiu au du‘ Dmertle InmU'U. h.s kann alxu auch 
sein, daß Kwlnentien in der waßrivien hnsnii^ /.unukhU-ihen. die aus aeetoni^er mit 
in das Aluminiumhydroxyd gehen. 

5. Versuch. Wird aber das Invertin einer Idutinn nach dem W ijagen des Ammo- 
niaks ini\ akuuni zum zweiten Male in wäßriger (acetonfieier) l.osimg duu h Aluminium • 
hydroxyd adsorbiert, so verhalt sich das Adsorbat normal, h's gibt das Inveitin an 
Ammoniak ab; wir fanden 40”« in der hdution (Anh. Nr. 14 ;). 

().\ ersuch. Noch schwerer eluierbar ist das Invertin in i*inem ans ammoniak- 
haltigem. acetonfreiem Ilefeauszug gelnldeten Adsorbat. In einem l'alle enthielt die 
amnioniakalische hdution aus einem soKheii A«lsorbat gar kein Invertin. In eimmi 
anderen l'alle wurden 2.5“'» des Invertins <lurch Ammoniak elnimt, bei wieclerholter 
hlution iKH'h (Anh. Nr. 144). Hingegen nahm Diammonphosj>hat die noimale 
Menge Invertin, 4S"... auf. 

Wenn auch hier wie beim 4, Wu^uch verschiedi-ne Ihklarungmi niogliih sind, 
so ist die Annahme unumgiinglich, daß Hegleitstoffe für diese l'.rscheinung verant 
wörtlich sind. 

Verhalten der dureh Seulralextralilton dari^cstelllen Heleaa\::ui;e. 

Die Krscheinungeii ''ind hier umgekehrt wie bei unseren gewöhnlichen Invertin- 
h'tsungen. Das Adsorbat aus dem acetonhaltigen Neutralextrakt ist nicht durth 
Ammoniak eluierbar, wird es aber dadurch, daß man aus dem Ivxtrakt zuerst mit 
Hleiacctat I^iweißköriK-r [83) beseitigt und dann adsorbiert. Man konnte“ diese Heob 
achtung, wenn sie für sich allein standc*. dureh \ orhandi’iisi in von Koailsorbentien 
und Fehlen derselben nac h der Hleiac etatfallung zu erklären suchen, I )ie verschiedr nen 
Hcobachtungeii, die hier angeführt werden, inac hen aber in ihrer Gesamtheit die Ft- 
klarung wahrscheinlicher, daß das Adsorbat ans dem Nentralextrakt an KtK-luentieii 
arm ist, und daß das Adsorbat infolge der Reinigung am h Koadsorhentieii verloren hat, 
infolgedessen das Invertin lockerer gebunden enthalt. Die Koadsorbentien des Neutral 
extraktes können nicht identisch sein mit denen im sauer gebildeten Ilefeauszug. 
Sie sind ini ersteren Falle durch Hleiacctat fallbar, iin letzteren nicht. 

7. \'ersuch. Hin mit Diaminonphosphat und Toluol dargestellter Hefeiiuszug 
lieferte ohne Vorlx*handlung ein Ad.sf>rbat mit Al(t)H)., das an o,o4]»i<)Z. Ammoniak 
sehr wenig Invertin abgal). Die Hlutioir bewirkte in 15 Minuten langer hhnwirkung 
auf Rohrzucker nur sjjurenweise Hildung von reduzierendem /auker. 

8. Versuch. Hin unter >k*utrahsatifm mit Ammoniak dargestelller Ilefeauszug 
gab ohne Vorlxdiandlung ein Adsrirbat, dem Ammoniak 2% des Invertins entzog 
(Anh. Nr. 135). Denselben I^xtrakt lx*handelten wir mit so viel Hleiacctat, daß etwas 
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Blei im Filtrat tiaclizuweiscii war, daß aber mit mehr Bleiacetat noch eine weitere Fäl- 
limR entstanden wäre. Nun lieferte die Invertinlösunj.^ mit Aluminiiimhydroxyd ein Ad- 
sorbat, das an 0,04 proz. Ammoniak fx)% vom Invertin des gereinigten Extraktes abgab. 

War derselbe Ivxtrakt mit Bleiacetat vollständig gefällt worden, so konnten dem 
Ad.sorbat mit Ammoniak 37% Invertin entzogen werden. 

9. Versuch. Ein anderer mit Ammoniak dargestellter Extrakt wurde gleichfalls 
vollständig mit Bleiacetat gefällt. Das Adsorbat daraus lieferte eine [84] ammo- 
niakalische Elution, die iH% des Invertins enthielt (Aidi. Nr. 136). 

10. Versuch. Mit einem gleichartigen Hefeauszug wurde der Versuch wiederholt. 
Die ammoniakalische Elution enthielt 28%, hingegen eine mit i|)n)Z. Ammonphosphat 
gebildete 50% vom Invertin (Anh. Nr. 137). 

11. Versuch. Daß das abweichende Wrhalten der unter Neutralisation dargestcllteii 
Invertinlösiing nicht auf ihrem Ammoniakgehalt beruht, zeigte die Eluierbarkeit 
des Adsorbates aus dem nach Hudson gewonneium und mit .\mmoniak versetzten 
H(‘feauszug. Aus der acetonhaltigen laisung wurde bei tünem ('.ehalt von 0,1% NH^ 
das Ad.sorl)at dargestellt. ICs war so leicht eluierbar, daß schon beim Waschen des 
Ad.s()rl)ates infolge seines Ammoniakgehaltes 23.5 ’o des Invertins abgegeben wurden, 
während das Adsori)at 43% vom Invertin behielt (Anh. Nr. 13S). 

V. Adsorption durch Calciumphosphat und Elution. 

Invertin wird von ttutiäreni Calciuinphosphat adsorlnert und läßt .sich durch 
Ibnwandeln (U‘S Niederschlages in sekundäres Phosphat eluiereii. 

Werden Hefeausziige mit Diammonphosphat, Calciumchlorid und Ammoniak 
versetzt, so enthält der amori)he Niederschlag nach einigem Stehen das Enzym. Für die 
Mehrzahl der Wrsuche unterwarfen wir das Invertin zuvor der Reinigung mit Alu- 
miniumhydroxyd. Die mit .sekundärem Alkaliphosphat gewonnene Fdution wird von 
Calciumchlorid gefällt, ohne daß Invertin in die Fällung übergeht. Als wir hingegen 
die Ivlution nach Zusatz von Ammoniak mit Calciumchlorid fällten, adsorbierte der 
voluminöse, pla.stische Niederschlag das Invertin entweder (piantitativ oder zum 
großen Teil. Dieses Adsorbat gibt an Ammoniak und an sekundäres Phosphat kein 
und an vertlünnte E.ssigsäure (0,0211) wenig Invertin [85] ab. X’envandelt man alxT 
den Nieilerschlag in .sekundäres Calciumphosphat, so geht das Fhizym daraus voll- 
ständig in Eösung. Das enzymhaltige Tricalciunijiliosphat wurde abfiltriert, in Wasser 
suspendiert und mit überschüssigem Mononatriumphospliat versetzt. Darauf ver- 
wandelte es sich in einer oder in zwei Stunden in kompaktes und krystallinisches Di- 
calciuniphosphat, das kein Invertin ziirückhielt. Als Ausgangsmaterial für die quan- 
titativen Bestimmungen dienten Tonerdeatlsorbate aus Neutralextrakten, die wir 
mit Diammonphosphat eluierten. 
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Leider war in die.st‘n, im juapaiativin MalLtah imlirsiKlitcn ILisj.ieKn wtnlvi 
die Adson^tion noch die Klutioii in Kenü^endem MaLV si lektiv. Nachilem die l-:iutioiu‘n 
vom ülx*rschüssi^en primären Thospliat durch Ihalvse Udreit waren, ersahen die 
Bestimmungen nur Zeitwerte von 4.53. 5.4 mul (>.4. 

VI. Adsorption des gereinigten Invertins durch Kaolin und Elution. 

Das aus dem Tonerdeadsorhat eluit ite Inviutiu. mul zuar eist dic MS, ist ad''<>ihiei 
bar durch Kaolin. Durch die Behaiulhmg mit Alumiuimuhx’dioxvd ist das bai/.\ 111 
von den KoadsorlH*ntien, Heg!citstt)ffen »d)erwirgi-iul saiin r Natur, abgctremit wonh u. 
mit denen es zuvor assoziii*rt war. L‘s za-igt in dicMaii Kiäiiheitsgrad das Wt halten 
eines amphoteren Stoffes mul wird nun sowohl von «-lektrotugativrn wie t hktio 
j>ositiven Adsorlxmlien aufgenommeu. 

Ks ist nicht notig, die A<lsorption wie beim Aluminiumliydioxyd dureli Ih i 
mi.schung von Aceton oder einem anderen organischen Ia»sungsmit tel zu belVmlern; das 
Invertin ist auch schon so arm an Sehut/stoffm, [86] daÜ es in den oiganiM-licn Sol- 
venzieii rasch verderben würde. Das Adsorplions\a*rmogen des Ka{»Iins wird i ihoht, 
wenn man es stundenlang in 20])roz.. .Salz.saure erhitzt und dmeh hanfiges Dekantieien 
mit destilliertem Wasser auswaseht, woln-i es sieh sehlieUlieh kolloid veitiilt Dit‘ /an 
.\dsorpti()n anzuwendenden Kaolinmengen erseheineii im \'eigliieh mit ihr \’oi 
Ixdiandlung der Ilefeau.szüge viel gröLler. wenn man sit* auf Troikengewiditi- der 
Losungen Ixv.ieht, aber viel geringer im \erhaltnis zu den Invertingi-halten, Wir 
l)ehandelten z. B. die mit Ammoniak dargestellte und einige Tag<- dialysierte Idntion 
aus dem Tonerdeadsorbat, die neutral reagierte, mit Kaolin; eine I'dnlion vom 
M.Z.O. 0,7. ca. o,J5 g Trixkensubslanz in i oem imthaltt-nd. gab an log Kaolin 
'''4% des Invertins (Anh. Nr. 14J) ab mul verlor auf Zusatz von noelinials derselben 
.Menge Kaolin das Invertin ganzlieh. Diese A<lsorption wurde dnreh zwei rmstande 
we.sentlich verbessert und die erfordeiiiehe Kaolinmenge herabgemindeit : Anstatt 
der Klutionen unterwarfen wir die durch Lallung mit Aceton daraus isolit iicii Inveitin 
Präparate, die namentlich groLk* Mengen von Ammoniumsalzen in der Mnttei lange 
zurückließen, der Adsorption. I’Vrner erfolgt clh sc viel leie liter in s( hwat h essigsaurer 
Ivösung, z. B. in 0,04 normaler, für die nur etwa '/s Kaolinmengc wir* für ent- 
sprechende neutrale Lösungen erforderlh h ist. 

Die Adsorption durch Kaolin führt- zu einer .Methode der Trennung \ om Hefe- 
gummi, der in seiner ganzen Menge in der Mutterlauge zurückbleibl. löir die Steigerung 
der Knzymkonzentration ist dies von großer Ik'deutung. I >enn wir farulen Ixuspiels- 
wei.se in einem durch Aluniiniumhydro.xyd gereinigten Invertinpraparal Ö5 bis 75"., 
Hefegummi, H. v. Kui.kr und O, Svanhkkc;' lux h mehr in ihren letzten Invertin- 
präparaten, die bei der [87] yydroIy.se mit verdünnter Schwefelsäure 75 bis fjz% 
Monose lieferten. Nach der Klution aus dem Kaolin gibt flas Invertin mit IVhlingscher 

' Siehe Kap. Ab.s<'lin. VIII. 
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Lösung keinen Niederschlag, und nach bis zu 2stün(iigem Kochen mit 20proz. Salzsäure 
bewirkt es keine Reduktion der Fehlingschen Lösung. In der Mutterlauge von der 
Kaoli/ibchandhing finden sich außerdem Hefegummi noch Ammonsalze, wenig Kiweiß, 
mitunter etwas Aminosäure, 

.\us dem Kaolinadsorbat läßt sich das Invertin durch sekundäres Alkaliphosphat, 
Natriunicarbonat oder Ammoniak eluieren. Am besten gelingt die Klution durch 
Suspendieren des Adsorbates in Wasser und \'ersetzen mit so viel o.jii-Sodalösung. 
bis die Flüssigkeit alkalisch zu reagieren beginnt. Das Kaolin wird dalx*i zum Teil 
kolloid und die lUution ist kaum filtrierbar. Die Klärung wird erreicht, indem man 
die llauptmenge des Kaolins mit der Zentrifuge abtrennt und die trübe Flution auf 
der Nutsche durch eine Schicht von geglühtem Kieselgur absaugt. Nach vergleichenden 
Bestimmungen tritt dabei kein Verlust au Invertin ein. 

Die Ausbeuten, für di'* einige Beispiele in der Tab, 24 angeführt sind, leiden, 
wenn die Kaolinad.sorbate nicht ra.sch genug verarbeitet werden, da das bhizym in ihnen 
allmählich in unwirksame I'orm iibergeht. Aus einem 4<S Stunden aufbewahrten 
Adsorbat war nur noch ein Viertel des angewandten Invertins zu gewinnen. Die 
wahren Ausbeuten bei der Reinigung durch Kaolin sind in einigen Indien höher als 
die in der Tabelle verzeichneteii, denn die angewandten Invertiidösungen waren nach 
dem löltrieren von ein wenig utdiKlich gewordener Sub.stanz mitunter etwas .schwächer 
als gemäß den hier verzeichneteii Bestimmungen der Priiparate; und es kam vor {\'er- 
such 4), daß di(' Idution aus dem Kaolin erst nach Stehen und lundampfen bestimmt 
wurde. In güustigtm Indien erreichte dii* Ausbeute bei dir .Vdsorption un<l Klution 
zwei Drittel des angi'wandten bhizyms. 
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Auch andere elektroiiegative Adsorbentieii nehmen das aus dem Tonerdeadsorbat 
eluierte Invertin auf. Wir beobachteten mit gefällter und sorgfältig ausgewaschener 
Kieselsäure quantitative Adsorption, desgleichen mit dem durch Kiekt roosmose dar- 
gestellten Kieselsäurepräparat Osmosil*. deSvSeii Adsorptionsvermögen etwa viermal 
geringer war. Hingegen adsorbierte Mastix, wovon elxmsoviel wie vom Kaolin an- 
gewandt wurde. luvertiu von demselben Reinheitsgrad gar nicht. 

‘ v^k'lu' I,. Micil.\i:i,is. IVrl. klin. WVx'henschr. ujiS. 710; R. \Vlu.ST.mi:R. diese Annalen 
432. 0. llOJi) .m). 
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VII. Zur Dialyse der Invertinlösungen. 

Die Dialyse der rnvertinl(.siinv;<n wurde ander in den alteren AnKaI>t‘n von 
W . A. ()>iu)KNh*. M. IvoM.K' lind H. IIai nkk« in den Arluiten von C. S. Hi pson 
und H. S. Paim- und C. Hi pson y souie in eiiiKehenden rntersnelnini;en v.m 
(89] H. V. Kri.Kk und (), Svanupk.;') Uhandelt. Hei IH pspn ist „adi der AnsfalInnL; 
von Kiweid mit HIeiaeetat und vt>n Hlei mit .’^eliwelehs.issi.istotl ,iie i.iselie l-nt 
fermniK' der Ivssij^saure dnreh Dialvse zehnten, die in Kollodminhnlsen vorut aionnm n 
wird. Hi'U:k und S\ ANnKKi; stiehen dnreh die Di.ilv^- die I-ntterninu; stiekstoH 
haltiger Verunreini};nn.i;en an; Hand in Hand damit ^elit eine Aktivitatvstei-tinn^ 
von iHAspielsweise ij, V). ^'”‘1 P»"-- v^vanhkk«; heohaehlete dalx i ^roden l*n/Ain 

verln.st. z. H. mid fiilirte ilm auf die Dnrehl.issi|^keit der Kollodinmhnlsen tnr 

Invertin znrüek. hh i.Kk und ."^vanhi:!«; /.eilten aber vor kurzem, d.id in einer Reilu- 
von Dialysen die Saeeliaraseverlusti-. die 10 bis jo'\, betrugen, nieht anl der Dnieli 
lassi^keit der Membran für das Ihizym iHTiihten und aneh nieht auf der 1 lialvsierbai - 
keit eines Koeiizynis. h*s wird daher anznnelimen sein, dad das Invertin sieh jiartiell 
zersetzt. Jlies kann eher bei dem her.insdiffnndierteii als ]>ei dem im Di.dy''alor znritek' 
i^ebliebeneii. durch Kolloide mehr ^esehntzten Invertin dm i'all sein. 

Aneh in unseren \'ersnehen wurden anfan';s immer die naeli Hi pson dar^estellten 
Kollodiiunhiilsen angewandt Dabei trat in alten l'.dlen \‘erlnst an Invertin ein. 
der sieh zwischen jo und 5 Ix-i i- bis Jta:ji;jer Dauer der Di.ilysi* ).’en fliedendes 
Wasser liewe^te. 

Hine nach der Reinii;nn^ mit .Mnmininmhydroxyd und darauffolgenden Adsorption 
dnreh Caleinin|ihos|)hal dar^estellte Mononatrininphosphatilntion wnide jo Stunden 
(lialysimt. Dabei ;jin^ M L* '“’f -77 zairiu k, entspreeln’n<l <-in<‘m \'eilnst 

an Invertin von iN".. (Aidi Nr. i.pp. 

baue zweite Pintion von ahiilieln*r DarstelhniK wurde .pS Stunden dialvsiert ; 
M.Z.O. anfangs j.bi, am Ihide 2,42. [90] Verlust an Inviilin vV» (Anh. .\r. 150). 
Im ninpH'beiiden W'asser lied sieh Invertin naehwaisen. .\ber muh den .Angaben 
von Pi'kKk und Svanhkki; durfte auf <lav Heransdiffumliep ii allein nur ein Teil des 
Hnzymverlustes znrüekzuführen sein. 

Die luklärnn^' der Invertinabnahme l>ei der Dialyse sollte wohl .nn h bein<'ksi( h 
tigen, daß die Reiniieil der Invertinlö‘^nng<•n darauf Ivinflnd hal>en kann. Hpp.s<in 
hat nämlich in zahlreichen Hestiinmnngen gefunden, <lad Im i der Dialyse seim r Prä- 
parate, deren Reinigung lediglich in I{iw<idbes<-ilignng bestand, kein Verlust ein- 
trat; geringe Invertinabnahnieii könnten dabei überscdien worden sein, Die i'räparate 
von KriJCR und Svanhkkc, waren reiner, sie waren dnrdi baitfernnng von havveid 


’ Zcitsehr. f. phvsiol, Cliein. 28, v// \ ’ /« ilMlir. f. jtliysiol. Ch«-m. 29, hv>d 

^ Zeitschr. f. phvsiol. Clieiii. 42 1 (o/'mI ' Journ. .Nni. tluin. s<k , 32 7;,! fi'/io]. 

^ journ. ;\in. cliein. .s^m’. 36.» k'’/», Doi rl- 

') Zeitschr. f. pliv>i<»l. Chein. 107, und /.w.ir S. e/< (i'/ioj; Svanukk«; ZiritM’hr, f. 
phj'siol. Chcin. 109. O; und /.war S. f/o f loj -p II v lä i.i.K und O SVANJii.K'. Z< its< hr. f. phy.siol. 
Cheni. HO, 175 (1020]. 
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mit Kaolin und fraktionierter Fällung mit Alkohol gereinigt, die unseren noch 
weitergehend durch Adsorption mit Alüminiumhydroxyd und Elution. Wahrschein- 
lich hat die Abtrennung der Begleitstoffe, die eine Schutzwirkung ausüben kön- 
nen, zwei Folgen: verminderte Beständigkeit und erhöhtes Diffusionsvermögen des 
Invertins. 

Hs gelingt uns, durch Anwendung von weniger durc^' lässigen Dialysatoren, von 
lierisclien Membranen, langdauernde Dialyse ohne Invt rtinverlust durchzuführen. 
Allerdings auch unter Bedingungen, unter welchen Invertin völlig beständig sein 
kann, erleidet es nianchinal Kinbuüe an Wirksamkeit, also teilweise Zersetzung. Die 
Ursachen sind noch nicht genügend bekannt. Wir fanden in \ielen quantitativen 
Versuchen, daß Invertinlösungen dialysiert, aufbewahrt, eingedanipft werden können, 
ohne Änderung der Zeitwerte. Dennoch beobachteten wir bei jeder dieser Maßnahmen 
mitunter kleine oder erhebliche Invertinverluste. 

Hei reineren Invertinhisungen erweist sich die Kollodiummembran für die Dialyse 
als ungeeignet; wir ziehen die schon von K. vStakkicnstkin' angewandten sog. Fisch- 
bla.sen vor, in denen ^50 bis joo ccm dialy.siert [91] werden können. Unter unseren 
V ersiichsbedinguiigen war eine ijjroz. Monoiiatriiimphosphatlösung in i^/j bis 2 Tagen 
frei von rimphat Die Tub. 25 zeigt, daß es auf diese Weise möghcli ist, aber 
nicht immer gelingt, die .schon weitgehend gereinigten und daher empfindliclien 
Invertinpräparate der Elutionen aus dem Kaolinadsorbat ohne \ erlust zu dialysieren. 
Die Ivlutionen waren von 2I anfänglichem Volumen auf 300 ccm eingeengt und mit 
Toluol versetzt. 


ralullc Iiivortingrhalt «Irr dialysier teil lUulioneii. 
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Diese Dialyse wenden wir zu präparativen Zwecken an, um aus den Elutionen 
die atiorganisclien »Salze zu entfernen, die Alkaliphosphate gewisser Elutionen aus 
Tonerdeadsorbat, das Natriumcarboiiat aus der Kaolinelution. Die hellbräunlichen 
Uösungen werden dabei farblos und verlieren ihren nocli an Hefeextrakt erinnernden 
Geruch. Mit dieser Kiitfenumg der dialysiereiuien Begleitstoffe konnte eine Steigerung 
des Reinheitsgrades um etwa 30% erzielt werden. Zum Beispiel verbesserte sich der 
Zeitwert eines aus Kaolinadsorbat isolierten Präparates bei 6 tägiger Dialyse von 
0.8 auf 0,55, 

‘ UÜH'hcin. Zt.schr. 24. jio [1010]. 
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VIII. Verhalten der Invertinlösungen gegen Uranylacetat. 

Die nach den Adsorptionsmethoden gereinigten Invertinpräparate gaben mit 
Uranylacetat Niederscliläge. Die Fällung läßt sich derart ausführen, indem man 
rasch [92] mit überschüssiger l ranlosung versetzt, daß das Invertin ganz ixier zum 
größten Teil adsorbiert wird, oder Ix-i vorsichtigeni Zusatz M>n Uranylaadat unter 
Vermeidung eines Übc‘rschus.ses so. daß es zum großen Teil in der Mutterlauge hinter 
bleibt. Auf beide Arten laßt sieh das Invertin weiter reinigen. Der prajKirativen .\n- 
wendung des Verfahrens waren abcT mehrere Umstände liindeilieli. Das mit Alumi 
niumhydroxyd, dann mit Uranylacetat gereinigte Invertin ließ sich zwar weiterhin 
von Kaolin quantitativ adsorbieren, aln'r aus dem Adsorbat schlecht durch Ammoniak 
eluiereii. Wurde alxT zuerst das Tonerde^ und Kaolinvm fahren ausgefidirt und eines 
der reinsten In\crtinpraparate der L ranylacetatbehandlung nnterwoiten, s(» erwies 
sich das wieder isolierte Invertin als Ixsonders uidxstandig. so daß .sclam Ixim Stehen 
dt‘r Lösung Abnahme der Wirksamkeit eintrat und der gefundene Zeitwert nicht dem 
theoretisch berechneten entsprach, l^brigens war auch das Verhalten der ans Kaolin- 
adsorbaten gewonnenen Klutionen gegen Uranylacetat infolge ihres .schwankenden 
(hhalts an Begleitstoffeii zu ungleichmäßig. Ks kam vor, daß Idutionen anfangs 
durch Uranacetat fällbar waren, alxr nicht imdir nach der Dialy.se. Auch der um- 
gekehrte 1‘all wurde beobachtet; hdntionen au.; KaoIjnads(»rbalen w.aren niclit fallbar 
mit Uranylacetat, aber nac'h der Dialyse gaben sic Nieder.sclilag(‘ mit diesem Keageii'^, 

Versuche mit idution aus Tonerdead.sorbat . Heim Wjsetzen mit einem I'ber* 
schuß von Uranylacetat ent.stand ein gelblicher, flockiger Niedtuschlag, der alhs 
Invertin adsorbiert enthielt. Die Fällung gab an verdünnte Sodalösung ztisammeii 
mit wenig Uran das luizyni zum großen Teil ab. Um alxr hauptsächlich die Hei 
mischungen des Invertins au.sziifällen, verarlxiteten wir 2,5 g eines Hraparats vom 
Zeitwert 3,3 mit einer zur Fällung nicht ausreichenden Ur.anmenge. Hei vorsic htigem 
Zusatz einer 2|)roz. Uranylacetatlösung, [93] wovon Ho ecm angewandt wurden, 
entstand ein reichlicher Niederschlag, der sich gut abfiltrieren ließ. In der Mutterlauge 
waren 77% vom Invertin (.Anli. Nr. 157); in einem anderen Versuch (Anh. 

Nr. 158). Nach der Dialyse enthielt die Uösuiig 0,8g Invertin vom Z<‘iUvert j.15. 
Sie gab keine Ninhydrinreaklion mehr, die Xantho|>roteinreaktion mir sdiwaeh, ent 
hielt aber reichlich Hefeguinini. In diesem Zustand wurde das Invertin vollständig 
adsorbiert von Kaolin, aber nur 25% daraus mit Ammoniak eluiert. 

Versuch mit Elution aus Kaolinadsorbat. 0,5 g eines Hrüimrates vom Minnten- 
wert 0,7 wmrden in zwei Hälften verarixitet. 

I. Beim Fällen mit ülxrschü.ssigeni 2 proz. Uranylacetat (80 ccm) nahm dcT 
Niederschlag das Invertin gänzlich auf. W ir eluierteii ihn zweimal mit 0,01 n-Natrium- 
carbonat und fanden in der durch längeres Zentrifugieren geklarten Idution 55% 
(Anh. Nr. 150) dc*s angewandten Enzyms (in einer dritten Idution wc'ilere 10%). 
Diese Lösung bildete Ixi der Dialyse* einen uranhaltigen Niederschlag, der 30% des 
Invertins der Elution ein.schloß. Die davon abfiltriertc Flüssigkeit enthielt Invertin 



590 K. WirxsTATTivK und F. Rackjc: 

von ungün.sti^'ereni Zeitwert, namlidi 1,4. Beim Stehen in einem Kolben aus Jenaer 
(das verdarb die mit Toluol versetzte Invertinlösung allmählich, obwohl sic klar 
blieb. In ] Wochen verschlechterte sich der Zeitwert auf 1,96. 

2. Ibii aus der Invertinlösung hauptsächlich Begleitstoffc zu fällen, versetzten 
wir .sie unter Rühren langsam mit 32 ccm IJranlösung. Die Mutterlauge von dem 
entstandenen Nie<lerschlag enthielt noch 51% des Invertins (Anh. Nr, Dk)). Bei 
^tägiger Dialyse ging M.Z.Q. von 2.9 auf 2.3 zurück. Der Zeitwert des Präparates 
betrug nun i,2, er erhöhte sich beim Stehen ini Jenaer Koltx.*n in 3 Wrxdien auf 1,7 durch 
Zersetzung von etwa 30 ?o. 

[94] C. Invertinpräparate'. 

I. Einleitung. 

Mm die chemische .\rt eines kohlehydratspaltenden Miizyms der Hefe kennen 
zu lernen, müssen Wege für seine Trennung von einem V ielfachen an Begleitstoffen 
aus den Klassen der Proteine und der Kohlehydrate aufgesucht und die Bedingungen 
ermittelt werden, unter denen das mit zunehmender Reinheit zunehmend empfindliche 
haizym konstan((‘ W'irkung behalt. Die Miteratur verzeichnet viele wertvolle Mnter- 
snclmngcn über die Darstellung von Invertin hohen Reinheitsgrades, unter welchen 
die genauen Angaben von II. v. h'ui.KK und seinen Mitarbeitern hervorragen. Während 
II. V. IvrijvK und O. Sv,\Nm<:k(i der Mösung des Problems durch Züchtung enzym- 
la-icher liefe zu Hilfe kommen, arbeiten wir an neuen ))räparativen Methoden, mit 
denen die Abtrennung der luweiüstoffe und des Ilefegummis gelingt. 

Die besten Invertinpräparate' sind von J. .MKi.sKNin-i.Mi.K. C. S, llrDso.N und 
II. V. Rum-u und (). SvANHKKO dargestellt worden. 

C. S. IlrnsoN hat für seine Invertinpräparate keine Angaben veröffentlicht, die 
dem Zeitwert nach 0 . O’Sci.i.iv.XN und F. W'. To.Mi'Sox entsprechen. Indem wir aber 
Invertin sowohl unter den Bedingungen von IlnesoN wie unter den Verhältnissen 
der Zcitwertdetinition mes.sen (Kap. A, .Vbsehn. I\\ 7), finden wir einen v^chlüsscl 
zum \ ergleieh der Präparate von Ilrn.soN mit denen von Hi i.kk und mit den unseren. 
Ivs .scheint, daß das dialysierte Invertin von Hroso.v ' etwa den Minutenwert ] erreicht. 

J. Mkiskmikimi'.k, St. (».\.Mn.\Kj.\N und M. Skmckr^ verarbeiteten durch geeignete 
lunährung eiizymreieh [95] gezüchtete Hefe. Aus dem Preßsaft erhielten sie nach 
A\isfällung von Bcgleit.stoffcn durch Säure Präparate vom Zeitwert 21, wohl auch etwas 
bessere. Durch Anwendung der Autolysenverfahren wird dieses Ivrgebnis übertroffen. 

II. V. Ivri.iCR und (). Svanukrc') verdanken ihren Erfolg gleichfalls sehr invertin- 
reich gezüchteter Hefe (Zeitwert 100 bis ()o). Durch Beseitigung der Eiweißstoffe 

' i Inr (la.s experimentelle Material finden .sieh ausführlichere Angaheii in der gislrnckteii 
Dksert. von 1 '. Uackk, München u)2o. 

= Siehe die kritische ('bersieht von II. V. I- 1 i.i;r und (). SvAMn;K(;, Zeit.sehr. f. physiol. 
C'hein. 107, JC'o. und /.war S. [ioi<>l. 

' Jtnirn. .Am. ehern, soe. 36. ' Hiix'hem. Zt.sehr. 54. 122 [oo;], 

') Zeitschr. f. phv.siol. Chem. 107. jOo 
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mit Kaolin uml /raktionicrte ilurcli Alkohol i;i*uaiiiu‘M sie Iiiverfiiipr.iparatc. 

von denen das lx‘ste den Zeitwert ps aufwies. So dargestellt. enthalt das Invertin 
<e‘hr viel Hefe^unimi. 

Wir waren durch die Zeitverlialtuivse i^ezwun^eii, mit uuKUUsti^^er lli te /u arbeiten 
(Zeitwert ^50 bis J50). Die Isolierung des Invertins erfoh^t im wesentlichen durcli 
\dsorption mit Aluminiumhvdroxyil und b.luieren uml daiauitol^emle Adsi>iption 
mit Kaolin und nochmaliges Kluieivn, Nach der ersten bdution entsprieht das Invertin 
dem Zeitwert 5 bis j.5, nach der zweiten Zeitwerten von 0.S5 bis o.sS- Die Ausbeute 
iH-trie^ ungefähr ein Viertel vom Invertin der Mete. 

II. Verfahren der Adsorption mit Aluminimunihydroxyd. 
r. Fraktionierte A<lsorption. 

l)as Aus^an^smaterial war eirr durch rasche Autolyse unter Tolunl/usatz (i ’leil 
Hefe, 2 Teile Wasser) ^ewajimetier Hefeaus/aru \-om Zeitwia^t J30 (auf dii- liefe be 
/..^en). 147.^1 wurden mit 5.9 1 . d. i. 40% Acetim vermischt und mit 1.5 
mahlenem Kaolin einige Minuten verrührt und iibei Nacht stehen gelassen Dann 
kiMinte ein ^roÜer Teil der Flüssigkeit abgehebert werden, der Fest wuule liltricit. 
Hei dieser noch unvollkommenen haitfernnng der FiweiLtk()rpei gingen 10% dis 
Invertins verloren. \'om Filtrat (ibl) diente ein Anteil von j,; 1 zur Heslimnmng 
der [96] Tonerdemenge, die für die .\dsorption von etwa (;o".. des Invertins t thndei 
lieh war. und die Ilauptmenge (ij..S 1 ; M.Z.U. wurde <lann in fünf ebenso giol.Un 
Anteilen mit Ahuniniumhydroxyd bearbeitet. Von «.4 g Aluminiumhydroxyd wntden 
in der Vorprobe 71 "o des Invertins adsorbiert; danach war vom Adsorbens etwa 
jo”o mehr anzuwenden. Die 5 Portionen wurden mit Aluminiumliydroxydsnspension. 
für jede 10,7 g Ai(r)II)? enthaltend, in dünm'in Strahl nnt^T ständigem rmsdiutteln 
vi rsetzt und eine halbe ,Stunde stehen gelassen. I )as A<is(ubens nalim nun vom 
Invertin auf. hanfacher ist es, in der X'orproln*, die aber nicht vi« l kleiner genommen 
werden darf, zai bestimmen, wieviel Tonerde zur annähernd fpiantitaliven Adsoipti«»n 
notig ist und davon in der Ilauptmenge ♦ ^ anznwendeii. 

Vom Ad.sorbat laßt sich die .Mutterlauge zum großen D il dek.antieren, Die übrig 
bleibende SnsiK-nsion (4 1 ) v.-rarlH-iteteii wir in einer Z« iitiif»ige von gegen 2I (dasei 
inhalt. In den Zentrifugenglasern wurde <las ges.imimlte Adsorbat pnal ge\\as<ln*n 
durch Anrühren mit destilliertem Wasser und erneutes Zentrifugieren. Dann spulten 
w ir das Tonerdeadsorbat in einen Kollreii uml vt-rs^-tzlen die Susj>ension, deren \ olumen 
I7(x^ccin Ixtrug, unter kräftigem Schütteln mit 5';. < rin io))r<»z, Ammoniak, Die 
rasch gebildete Elution wurde zum Teil auf einige Nutschen gegeben und auf ge härtet« m 
Filtrierpapier al>gesaugt, zum Teil in der Zentrifuge annähernd geklärt uml auf «lie 
nämlichen Filter riachgefüllt, da die ammoniakalis.ehe I'.lntion durch Zentrifugier«'!! 
allein nicht klar erhalten und danach für sich allein nicht klar filtrie rt \\er<len k'ninte, 
Auch das fast wasserklare Filtrrft pflegte mxh etwas koIl«;i«!es Alnminiumh><lrox><l 
zu enthalten, das erst lx*i starkem Eineiigen au 4 h>ckte. J)i<* Arlxit muß so ggdeitet 
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werden, daß man in einem Ta^e bis zum Absaugen der Hauptmenge der Elution kommt, 
wenn auch tiiclit mehr zum Nachwaschen auf der Nutsche. 

[97] Das Filtrieren der Elution würde durch Kieselgur oder Klärerde sehr erleichtert, 
aber dabei findet Verlust von Invertin durch Adsorption statt, Ix-i der späteren Elution 
aus dem Kaolinadsorbat wird hingegen von Kieselgur kein \\*rliLst bewirkt. 

Die ammoniakaliseh(‘ lUution (1850 ccm) enthielt 47% vom Invertin (M.Z.Q. 24,8) 
des mit Kaolin l)ehandelttii Hefeauszuges. Sie wurde bei einer Destillationstem])eratur 
von höchstens 25^ unter starker Kühlung der Vorlage im Vakuum eingeengt und im 
Faust-IIeimschen Trocknungsapparat vollends eingedamj>ft. Dabei verminderte sich 
die Ausbeute auf 44% (M.Z.O. 24,0). 

Die in ein Ihrherglas oder in Zi-ntrifugengläser iibergespülte konzentrierte Lösung 
(40 ccm), die noch würzigen Hefegeruch und braune Farbe besaß, wurde unter Um- 
rühren bei o'" mit dem gleichen X'olumeii von eiskaltem Acetrju gefällt, in einer rasch 
an- und auslaufeixleii Zentrifuge von der Mutterlauge getrennt und mit eiskaltem 
Aceton wieder in der Zentrifuge gewaischen. Diese Hehamllung mit Aceton sollte 
nicht länger als etwa 5 Minuten dauern. Man brachte die bräunliche, krümelige 
lüillung rasch in den Ivxsiccator und evakiüerte mit der Hochvakuunipum|)i‘. Die 
Hestimmungen des getrockneten Fräparates, 2,4()7 g vom Zeitwert 2,34, ergaben einen 
weiteren Rückgang der Ausbeute auf 48,()‘o (M.Z.Q. 20,4, Anh. Nr. it)i). 

In einigen Beispielen blieb die Ausbeute von der (lewinnung der Elution an bis 
zum trockenen Präparat konstant, häufiger traten aber, namentlich beim Fällen mit 
Aceton, Invortinverlustt' auf, die l)esonders bei den besten Präparaten die Ausbeute 
und den Reiidieitsgrad erheblich beeinflußten. Dennoch war die 1 ‘alliing mit Aceton 
nicht zu entbehren, bei welcher viel von den Hegleitstoffen, beispielsweise ^/4 der 
Menge des Invertinpräparates und noch mehr, in der Mutterlauge zurückblieb. Eine 
andere Verarbeitung desselben Hefeauszugs ergab 45% Ausbeute in der Elution (be- 
zogen auf das [98] Invertin nach der Kaolinbehandlung) und lieferte ein Präparat 
vom Zeitwert 2,8 (Anh. Nr. i()2). Fhne weitere Autolysenflüssigkeit (14,5! nach der 
Kaolinbehandhing) lieferte bei einer Ausbeute von 42% in der Elution 1,4 g Invertin 
vom Zeitwert 2,4. In diesem halle war beim h'iiulampfen kein X'erlust, aber beim 
h'älleii mit Aceton Rückgang auf 2().7% vom Invertin des Hefeau.szugs eingetreten 
(Anh. Nr. i()4). 

2. Vollständige Adsorption. 

Man kann das Invertin auch quantitativ mit Aluminiuinhydroxyd adsorbieren, 
aber dieses einfachere Verfahren, das wir öfters anw-andten, führt nicht ebenso sicher 
zu den hohen Reinheitsgraden des Enzyms. Wir verarbeiteten z. B. Hefe vom Zeit- 
wert 245 und behandelten 22 1 Auszug (Zeitwert auf Hefe bezogen 282) unter Aceton- 
zusatz mit Kaolin, ln einer Probe des Filtrats ermittelten wir die Menge Adsorbens, 
bis I ccm Mutterlauge in 15 Minuten Ixd Kinwirkang auf Rohrzuckerlösung unter 
Zusatz von ccm 2oproz. Mononatriuinphosphatlösung keinen reduzierenden Zucker 
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lieferte. Darm wunlc aus (ieiii j^es.mitvn 1 -ilti.ii, 1 . in vier CIiar.i;en rl.i> Iiiveitni 
mit je ^-^5 K AlumiiiiumhyilroxN d vidlMuiuli^ .ulM)rl»iert l>.is mittels der Zetitrifime 
ab).;etrennte und ausj^ewaseluiie AdM)ihat sehlammteii wir in i 1 Wasser an und he- 
wirkten mit 4 eem inproz. Amnmniak die l{lnti..n, welelie vom Invi itin des 

Ilefeauszugs eiitliielt. Heim lundamjden trat keine AlMialmie ein. hiiin Tallen und 
l>olieren aber Küekj.;an^ auf iMe Au^lu-ute Intnu; v l-’K, <loi Zeitwiut j 

(Anh. Nr. i(»4). 

In einem anderen Heispiel lieferten 55 1 mit Kaolin vmluliandeUer lleleau^/uv; 
mit einer Auslx'Ute von 4(t‘’« ij.l v; Invertin vom Zeitwert s s (Anli Nr ln 

weiteren Indien wurden l’raparate vom Zeitwert irnd .|,} erhalten (.\nli Nr. i(t<) 
und I<7). 

[99] 4. \'e r a r be i t u n r; ^ealtiiter A u t o 1 v se n f 1 u s s i o i* j t 

Hesonders einfaeh und r^iiusti.i; gestaltete sieh die \ erarlu itunu von lIefl■aus/n^en, 
die lan^e Zeit aufbewahrt w urden. Die 1 -ortdam-i proteoK tiseher \drj;arr^;e selu int 
/.u bewirken. dal 3 der Hefeauszur; an HeKleitstofferi, die dem Invertin anhatteii, nanient 
lieh an höheren Proteinen, armer wir<i. Solehe gealterte AutolvM-nllnssi^keit berlarf 
keiner Vorbehandlung mit Kaolin; in ihr wurde arreh zuviel Invertin vom Kaolin 
bei der Anwendung in aeetordialti^er Idrrssi^keit adsorbiert. 

W’ir verarbeiteten Anfang November i<)io einen h'nde Marz (lare.edelltr tr und 
von der Hefe abfiltriertcm Auszug vom Zeitwa-rl .t«»» (auf Ibfi* be/.o'^;en) lo 1 dc's l-.x- 
traktes wurden mit .j 1 Aceton vermischt, wobei unv;ewohnlii h weni); haweilifalhrn^' 
auftrat, und nach dent Mltrieren mit Aluminiumhydroxyd behandelt lliir K^ Jiu^;te 
ein Drittel der ^ewidinlich für ebensoviel Invertin anzuwendenden .Meir^e, nämlich 
ir.d^, zum ([uantitativen Adsorbieren des Iirvertins. Die ammoniakalische bdution 
enthielt nach dem l{inenKen etwa 40“.,, aber da‘^ mit A( eton K<'f«Hite und j;»*! hk kmde 
Praparat nur noch etwa 25% vom Invertin des Hefeauszrrj^s. Die Ausbeute betinv; 
0,420 g, der Zeitwert {nach der teilweisen Zersetzung) 1,0 (Anh. Nr. ib.S), 

lun anderer, gleichfalls 7 Monate alter Ilefi-extrakt (Zeitwert lieferte aus 
3I mit einer Auslxaite von 37% 1.24g Invertin vom Zeitwert 2,5 (.\nh. Nr. ibo)- 
Von einem ähnlichen, dritten Autolysensaft ergaben 7 1 mit einer Auslx ute vajn 7,0 'N 
0,05 K Invertin vorn Zeitwert 2,8 (Anh. Nr. 170). 

III. Adsorption mit Kaolin. 

Das Invertin in der ammoniakalischen Pdution aus rlem T<»ner<leadsorbat wird 
von Kaolin vollständig aufgeriornmen. Die erforderli( he Kaolinmeng«* ist alx r weit 
geringer, und der Reinheitsgrad des Inv<*rtins laßt sich Indier steigern, wenn wir 
zuerst die Klution einengen [100] und mit Acetum fallen. ])er ;\dsor])tion mit Ka«»lin 
wird das Invertin am Ix'sten in schwach essigsaurer L«»sung unterz«>geii. 

Wir verarbeiteten 3,83 g Invertin vorn Zeitwert 4,8 (M.Z.O, ib, »). Das Praparat 
wurde mit wenig Was.ser angerieix'n und in 100 ccm gelost. Die trülx* Miissigkeit 
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^ab nach dein l-iltricrcn auf Zusatz von 2,5 ccrii 2n-Ivssi^süure, und noc'h mehr beim 
Stehen, flockige Niedersclda^e, die starke Xanthoproteinreaktion zeigten. Xacli 
wiederholtem lullrieren enthielt die bbsung iukIi 8% des angewandten Invertins 
(M.Z.O. i Unter Verdünnen auf 8<;o ccm iK-wirkten wir die volUtändige Adsorption 
mit H jg Kaolin, das mit kochender Salzsäure vorlxdiandelt war (vgl. Kap. B, Ab- 
s( Imitt VI). Das Ad.sorbat wurde sogleich in der Zentrifuge von der Mutterlauge 
getrennt, worin hau])tsächlich Ilefeguinmi zurückblieb, und niehrnials mit WasscT 
gewaschen. Datm suspendit rten wir es mit i 1 Wasser und fügten unter Schütteln 
o,2u-Sodah)Sung bis zur eben beginnenden alkalischen Reaktion hinzu, wofür ii ccm 
erforderlich waren. Das Nalriumcarbonat wird vom Kaolin aufgenommen, das dabei 
(his adsorbierte haizym freigibt. Die mittels der Zentrifuge vom Kaolin getrennte 
l/)sung war ganz trüb, sie wurde durch Schütteln mit Kieselgur (50 bis 100 g) klar 
und ohne Verlust filtiierbar. Die bäution enthielt 68% {.M.Z.n, (),25) vom angewandten 
Invertin (der filtrierten Ubsung) und ihr (iehalt blieb bei den folgenden Operationen 
(handampfen und Dialyse) konstant, was bei anderen HeispiOen nicht der Fall war. 

Die mit Ivssigsäure ganz schwach angesäuerte l’äution wurde im Faust-IIeiinschen 
Trockenai)parat bei 55 bis 40 Windtemperatur auf 400 ccm eingeengt und von dem 
dabei auftretenden kaolinähnlich aussehenden Niederschlag unter Zusatz von Kiesel- 
gur abfiltriert. Dann unterwarfen wir die bbsung einer dreitägigen Dialyse in Fisch- 
blasen (M.Z.O, danach wieder (), 25) und dampften sie im I'aust-Meim-Apparat in einem 
Schälchen aus [loi] bbhmi.schem ('das zur Trockne ein. Das Invertin (0.384 g, eine 
spröde, ])ulverisierbare Masse) wies den Zeitwert 0,86 auf (M.Z.O. (),2o, Anh. Nr. 171). 

hau zweites Beispiel für die Reinigung mit Kaolin i.st die Verarbeitung von ^ 
(M.Z.O. (),5()) eines Invertinpräparates, dessen Zeitwert 2,8 betrug. Die mit o.iproz. 
Ammoniak bereitete Kaolinelution erfuhr bis zum voll.ständigen Abdampfen keine 
IviubuÜe an enzynrntischer Wirksamkeit. Die Au.sbeute betrug (>4%, das Präparat 
(0,181 g) hatte den Zeitwert 0,855 (M.Z.tJ. 4.22). In der Mutterlauge von der Kaolin- 
behaudluug waren 0.51 g Substanz, hauptsächlich Hefegummi, zurückgeblieben. Die 
Adsorption war selektiv, aber nicht die Ivlution (Anh. Nr. 172). 

Die Flutionsausbcute war in anderen Fällen weniger güii.stig. Aus 17,02 g In- 
vertin vom Zeitwert 4.7 (M.Z.O. 75) stellten wir mit 270 g Kaolin das Adsorbat dar 
und eluierteii es mit 1,8 l Wa.sser unter Zusatz von 80 ccm 0,211-Natriumcarbonat. 
Die mit Kieselgur geklärte, auf Lackmus neutral reagierende Klution (M.Z.tJ. 30) 
enthielt 40% des Invertins, das beim F'inengen und mehrtägigen Stehen auf 31% 
(M.Z.(J. 23) zurückgiug. Von da an war das Invertin beständig, auch bei sehr langem 
Stehen seiner Lösung. Die Hälfte der Ausbeute wurde h Tage lang dialysiert und 
eingedampft. Wir erhielten daraus 0.41 g trockenes Präparat, für das sich der Zeit- 
wert 0,725 berechnete (Anh. Nr. 173). 

Wenn bei einem solchen Präparat ein besonders günstiger Reinheitsgrad erzielt 
w urde. so ging damit geringere Beständigkeit Hand in Hand. Wir gingen von 4,4 g 
Invertin vom Zeitwert 2.57 aus (M.Z.(J. 34,2). das beim Auflösen in 2 1 , Ansäuern 
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mit etwa 20 ccm in-lv'isiKsauu* mul Filuicroii eine MinbulW von vtN\.i h‘\, iilitt 
(M.Z.O. I-’.o). Die Atlsorj)tion mit 7^'^; K;mlin war t|uantita!iv, die Dlution mit .! 1 
\\ ass<‘r unter Anweiulinu^ von ^o eem o.«n-S()<lal«»‘^mu: enthielt nach dem l'iltrieien, 
Klaren und Kinen^en auf ,i«>o eeiu [102] (M.Z.tJ. is.d vom an^ewandtiai In- 
vertin (auf die filtrierte Lesung iH'/.tv^en). In der Inä Jtai;ip'r Dialvse iihallenen 
Invertinlo^uni; (M.Z.O. mir iukIi iiad, deren Troekeiiiuekstaml betin^, lusad 

das Invertin den Zeitwert o,!);. wahrend man ohne die ZeiM-t/nn^ lu i dm Dialvse 0.5 
erreicht hätte. Hin Teil der Ausheute. o.jj; ^ (M.Z.tJ. 5.-’.;) winde wi^-dei .i;ilost nnd 
weitere «) Ta^e dialysieit und zwar nun mit sehr -^ennv;em \'eilust (M Z.i > S.i.O 
Darauf entsprach das Invertin nach der W’irksamkrät der Dostm^ nml ilirein 'riocken 
i^ewicht (0,14-'^) ilem Zeitwert 0,55. llei aliei maligem Abdampfen wurde indessen 
ein Präparat gewonnen, dessmi Zeitwert wieder auf 0.S5 an^estii'^en war (M.Z ij. 4 
Anh. Nr. 174). 


IV. Uber Reinheitsmcrkmale und Beständigkeit. 

Die Beschreilmn^ und .\nalyse (Us mu h <len .\ds<Jiptionsnu*thoden ^;ew<»mienen 
Invertins wird den Gegenstand einer folgenden .Xbhaiullun;^ bilden, liier solhn nur 
diejenigen luKenschaften der Invertinpräparate atn;ef\ihrt werchai, die ihieti Vei- 
unreini^unj^en zuzuschreilx'ii sind. 

Das nur mittels der Toner<leadsor])tion Keieini^te Invertin vom Zeitwi rt 5 bis j 
enthalt vii‘I llefe^ummi, '^ibt daher beim Ivrwarmen mit lM hlinv.''i ln i I.osunj', einen 
zähen, sich zusammenballenden Niedersehla^ und bildet bei 10 Minuten lan^'em 
Kochen mit 2oproz. ."^alzsaure reduzierenden Zucker. l>as ^;leiehai1i>.; ^'’^'^'nuene 
Pr.iparat vom Zeitwert 1,0 war an Ilefe^ummi arm, die weiter dnieh Adsorjilion 
mit Kaolin gereinigten Präparate frei davon. 

I'Vrner ^aben fast alle nacli dem Tonerdeverfahren dar^estellten Präparate noch 
Paweiüreaktionen, allerdings nur recht schwach, auf ^erin^e Verunreini^nn^^ hin* 
deutend, so die Millonsche Reaktion und die Ninhydrinprobe, wahrend die Piuret- 
reaktion fast immer negativ ausfiel. Nach der zweiten .\dsorption bleiben die 
[loj] Kiweißreaktionen ^anz aus. Nur eine Art von Xaiithoproteinreaktion kommt nj(> 
zum \*er.schwTndcn. Die Prajrarate bleiben beim P.rhitzen in o, p bis ijno/.. I,dsnn^ 
mit Sal|X‘tersäurc farblos, zeigen aber lu im rbi'rs.atti^en mit .Mkali eine rein K’‘ 11 >''. 
nicht intensive Parlx*. 

Das Invertin aus Tonerdeadsorbat liefi-rt eine phosphorn ii he As« he, es « iithalt 
ferner Animonium.salze und zei^t beim Ivrhitzen schwache Pyrrolreaktion. Ks pibt 
P. 1 llun]i;en mit Pikrinsäure, mit Ouec ksillxTchlorid, mit Hleiessij; und auch mit Hh i 
Zucker. Dagegen wurde das Invertin vom Zeitwert 0.72 bis 0,^5 in o,2proz. Dosung 
nicht mehr von Oueck.sillx*rchlorid und nicht von I ranylac i*tat gefallt Mit basischem 
Bleiacetat gab es noch eine starke Pallung, mit Bh'iziu ker eine n s< hwaehen Nieder- 
^'hlag. Als wir von diesem mit Hilfe von Kir-selgur abfiltrierten, blielx-n im Nieder- 
schlag 78% vom Enzym, und das Piltrat gab dann selbst mit basis<;hem Bleiacelat 
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keine Fällung mehr. Auch die.se Reaktion scheint also auf Verunreinigung zu be- 
ruhen. 

(lang der Invertinwirkung beim* Trocknen. Die Invertinwirkung zeigt 
eine noch eingehend zu untersuchende, merkwürdige Abhängigkeit vom Wassergehalt. 
Der Zeitwert eines Invertinj)rä])arates stieg beim Aufbewahren im Hochvakuum über 
Fhosphorpentoxyd von 7,2 auf 12,0 an (bezogen auf gleiches TrcK’kenge wicht), ver- 
he.sserte sich beim vStehen an der ],uft auf 8,8, erhob sich bei monatelangem Auf- 
f)ewahren über Fhosphorpeiito.xyd im \ akuum wieder zu um an der buft unter 
Aufnahme von b, Wasser wieder zu 8,0 zurückzukehren. Kin anderes Präparat 
verlor auch im Vakuum über Phosphorpentoxyd an Wirksamkeit, ohne .sich aber 
an der Luft so weitgehend wie das erste zu erholen. Hier bewegte sich der Zeitwert 
beim Trocknen von .y.f l)is 7,2 und an der Luft unter Aufnahme von W’asser, 

die bei der nestimmuiig berücksichtigt sind, bis 5.() zurück (Anh. Xr. 175 und i/t»). 

lieständ igkeit in Lösungen. Min Pra})arat vom Zeitwert 7 blieb heim Auf- 
bewahren in o,2proz. Lösung [104] ohne Toluol im Meßkoll)en während j Wochen 
konstant, verlor .aber in i' Jahren .seine Wirksamkeit gänzlich (Anh. Xr. 177), 
Weniger beständig schien eine schwach essigsaure Lösung zu sein. Mehrere mit Alu- 
miniumhvdroxyd gereinigte l’räj)arate wurden in 0.025 n-Mssi^säure g<^'P^hft; eines 
vom Zeitwert 4 verlor in 14 Tagen 28, ein zweites vom Zeitwert 2,4 in 14 Tagen (h), 
in abermals 14 Tagen weitere ein drittes vom Zeitwert 4.2 in den ersten 2 Wochen 
22, in darauffolgenden 2 Wochen o"« der Wirkung (Anh. Xr. 17S). Die o,2pr(»z. Losung 
eines aus Kaolinadsorbat erhaltenen Invertins vom Zeitwert 0.725 behielt im Jenaer 
Kolben, in einer sill)ernen Flasche und im gewöhnlichen Meßzylinder während 2 bis 
5 Tagen konstante W’irkung (Anh. Xr. 17(1). 

Hei vorsichtigem Kindampfen nach verschiedenen Verfahren beobachteten wir 
in zahlreichen Versuchen ohne Regelmäßigkeit Abnahme oder Kon.stanz dos In- 
vertins. Im Ab.schnitt III wurde z. IL ein Präj)arat vom Zeitwert 0,55 angeführt, 
das beim Abdampfen von 400 ccm Lösung zur TriK'kne um 45% an Wirkung verlor. 
Dagegen konnte eine andere Darstellung von Invertin aus Kaolinadsorbat (Zeitwert 
(),8()) voll I 1 V'olumen bis zur Trtx'kne ohne Verlust eingedunstet werden. 

Schädigung durch organische Lösungsmittel'. Die Hemmung der In- 
vertinw’irkung durch Alkohol haben C. O’Si i.i.ivan und F. VV. Tompson* und sj)äter 
C. S. Hi’dson und H. S. P.mniD beobachtet, die auch die Schädigung des Enzyms 
genauer untersuchten. Xach Hudson und Paink bewirkt bei 30^ 50 proz. Alkohol 
maximale vSchädigung, bei größerer Alkoholkonzentration nimmt die Schädigung ab, 
Alkohol unter 20% wirkt nicht zerstörend. 

[105] VV’ie Alkohol, so zeigt auch Aceton zugleich hemmende und schädigende Wir- 
kung auf Invertin. Die Hemmung finden wir nicht wesentlich abhängig vom Rein- 
heitsgrad. Dagegen zeigte sich, daß die schädigende W'irkung von Alkohol und Aceton 

‘ nie W'rsuoho dieses AKsihnitts hat Frl. Dr. G. Oppknhkimkr au.sgoführt. der wir für 
ihre freundUehe riiterstiitzang iH'steiis danken. 

’ Journ. ehein. .s<x\ 57. 844. 027 fi.'^ooj 


^ Journ. Am. chein. stx'. 32. 1450 [1910]. 
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vom Reinheitsgrad des Invertins in hohem tfrade al)hängt. Die HegleitstoCle in den 
Hefeaiiszugen nlxm auch hier eine schnt/.ende Wirkung ans, Das leineie Invertin 
der aus Tonerdeadsorl)at 'largestellten hdution unterließt .schon in viel höherem Matle 
der Zerstörung durch die organischen Solven/ien 

]>iesc* schädigende Wirkung heohachteten wir auf zwei Weisen. Man kann, wie 
Hi dson und r.viNK in ihren genauen Messungen, die Ahnahme der Wiikung sofoit 
und nacli einer gewissen Dinwirkungsd.uier heslimmen; aus dei Diiten n/ eigiht sieh 
die Zerstörung, die neben der Hemmung einheigeht. Datuä wirkt das oig. mische 
I^'^ungsmittel jeweils in zwei verschiedenen Kon/entratiom-n sihailig'nd und lieni 
inend. <la die In\eitinIosnng mit <in<ni gewissen rro/enthetiag von Alkohol oder 
Aci'ton Versetzt und fiir die Bestimmung durch Rohi/uckerlosung auf einen niedrigeien 
('.elialt an organischem la'sungsiuittel \eidunnt wiid. Die angewandten I lefeaus/.uge 
w.neii infolge von Behandlung mit Kaolin arm an löweiLlstoflen Sie wuiden durch 
Zusatz von Alkohol und Aceton auf einen ('lehalt von >o o<ier 50“,, Alkohol und jS 
odt-r 30 *'0 Aceton gehiacht. Diese Konzentrationen waieii entsprechend der beginnen 
den und der vollstaudig'u Ausfallung des Invertins gewählt. \'on «lein bei Zimmei 
temperatur mit dem Lösungsmittel versetzten Ilefeauszug wurde entwedei soloit 
oder nach längerer Junwirkung eine l’robe von jo ccm zu 30 cm jjproz. Kolnzm kei 
losung und 3 ccm Mononatriumphosjihat gegeben und auf 100 ecm aufgetullt. Das 
in ;o* o'ier soproz. L(>sung schädigend wirkiiide Solveiis ubt also du* hemmend'- Wii 
kung in ö- und loproz. Losung aus. Die ( leiiauigk'-it [106) der Messuug' U war geiingei 
als bei d'-r M'-hrzahl unsen-r Bestimmungen in waÜiigen Losungen 

Wie die Tab. g(> zeigt, bewirkt Alkohol st hon in ni'-'liig' rei Kon/.' iit lat 1011 
als Aceton eine bcleutende Hemmung. I)ie Sihadigung dun h Acton ist ähnlich 
wie durch Alkohol, sie ist in der Idution aus Tonerd'adsorl»at groLlei als in Hefe 
'•xtrakten. 


T.ibrllr JO. 1 nver t inwirku ng bei 'regeuNv.iit org.nuselor LosuiigMint t< 1 
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Unabhängig von der hemmenden W irkung bestimmten wir die Zerstörung durcli 
Alkohol und Aceton nach einem zweiten Verfahren (Tab. 27 und 2 ^}. 'leils sofort 
nach dem Versetzen mit dem Solvens, teils nach einer gewissen h.inwirkungszeit wurd«' 
ini V’akuuin Ixd einer Badtein]K.*ratur von h'klistens 43 und nntir starker Kölilung 
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der Vorlaute das organisclie laisunKsniittel rasch und vollständig abdestillicrt und die 
hivcrfjiildsu/ig ini Mcßkolhen wieder auf ihr urspriinglieJies \’olunien gebracht. Irn 
i'all des .sofortigen Abdestillierens (Kiuwirkuiigsdatier „kurz" in den beiden Tabellen) 
vergingen > .Minuten bis zum liegimi, etwa .'o bis zur lieendigung [107] der Destillation. 




In den Tab. j; und jS sind einige Versuche angeführt, welche die viel griißere 
l'hnpfiudliehkeit des gereinigten Invertins veransehanliehen. 
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46. ZUR KENNTNIS DES INVERTINS. 

Von Richard Willstätter und Fritz Racke. 

(Z \v fite A 1> h a n d 1 u n 

(Miltcilun^ aus dtni Clu nii.s» lu n I.aCoratorimn drr Hay« riM'lu n Akailcinu’ der W ksenseliaflen in 

Miinrlu n.) 

am <>. Ajail 

Theoretische Einleitung. 

Unsere erste Untersnehuiig liat /.u dein Ivrgebnis {geführt, daß die Isolieriin.i; 
des Invertins ans der Hefe nieht in einem einfaelieii J.dsnnj^svor^an^ bestellt. Nur 
ein Hrnehteil des b'nzyms geht beim nbliehen Zerreil)en und .Vbpressen (xler Ausziehen 
mit Was.ser in Uösnng. Dnreh Trocknen (Kt Hefe in der Wärme oder durch Hehand- 
lung mit Alk(diol vermindert .sich, ohne daß das Invertin selbst leidet, der in wäßrige 
lä'isung übergehende Anteil. Bei dem besten \’erfahren, um Invertin aus der Hefe 
zu isolieren, nämlich der raschen Autolyse, hängt die Ausbeute an Invertin in den 
Au.szügen von dm' Art der Abtötung des Pilzes al), auch wenn dabei kein Invertin 
zerstört wird. 

Diese Beobachtungen führten zu der h'rage, durch wcl^;]le Vorgänge die Auflösung 
<les Invertins lierbeigefiihrt oder gestört wird, und durch welche Umstände die Un- 
lösbarkeit des Invertins aus der Hefezelle bedingt wird. 

Die Auflösung des Invertins wurde auf einen enzymatischen X’organg zurück- 
geführt, den wir als iTciK-gung bezeichneten. Ks war aber noch nicht möglich, zu ent- 
scheiden, ob die enzymatische l'reilegung unbedingt erforderlich ist und ob sie das 
Invertin selbst oder .seine Begleitstoffe angreift und verändert. Hier knüpft die vor- 
liegende Arbeit an, die von folgenden Sätzen* der ersten au.sgeht: ,.Ivs zeigt sich, 
daß im allgemeinen [112] enzymatischen Protoplasmaabbau ein iK'stiniinter, einzeln 
zu beeinflussender Vorgang enthalten ist, der die Freilegung des Invertins bewirkt. 
Somit ist der langsame (T)ergang des Invertins in Lösung auf seine Lostrennung 
aus einer besonderen \'erankerung entweder durch chemische Bindung oder durch 
.Vd.sorptionsaffinität oder durch geschützte Lagerung zurückgeführt.“ 


Alvschnitt A. IV. 1. 
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Kiiii^t'lu'iuK’rc \\T>iK'he üIkt «iif <ki von (Kn 

lk'ilin.;;iin^i*n dir Hefcahtotuii:^ Ixwri^vn \olU*iuls, »laÜ ilio l'uiU‘v;un;4 di“^ In\l■Itill^ 

I n/yiiuiti'X'h wrlaiift und daU aut i-iiu-m );cnaiur /.u iKstinmuMidiu l\ilv«uviaiu^ 
iin alkf;i*iiu’intn Alyhaii der lIeleMdj>tan/. iH iuht Ihr lUh- wiul / \\ duuli y» waniU " 
WasM-r, tlurcii 2i>r<)Z. l\ssiL:>amo. duuli 3o|ui»/. Alkohol. dm«.h ahea tt^lct , 

In allen diesen l-alleii hUibt ihir invrilivreiidi- W iikuiii; <[uantitati\ i i hallt ii. boun 
bawaiiuen mit Wasser leidet >ie eut bei 55 AIh i in doi "o \ tabehaiuh llt 11 Ib h 
ist die AufKt.‘'UnK des Invertins veihiiuleit uml /u^Uieh die i:au/t‘ AutoK-r (utwidfi 
alx'a xhwaelit oder in inaneheii balUii hintan^ehaltiu W'tnii man duMs \ t iliallin 
mit der \'oraussetziin)^ Ixtiaehtet, daß <lio h'uaKatun;^ dos liua itins l iii \on di i e«' 
samten AiitoK se zu unter.‘'eheid.ondei ban/elvop^ane. i'^t. so bildet man /,\\ ii eiiu n 
•ajoßi-n rntcTsehietl zwiselu n Invoitin uml fi» iUi;rinloni bai/vni hiiuit htlit h th i \W 
standiv;keit, abrr keiiuai deiitlielu n l ntciM liietl zw ist lu 11 dieym uml th ii piolt o- 
Ivliseheii Ibizymen der lieb*. 

lUi nianehen anselu-inend Vfisehieth iieii Alten dm Abttttuie^ «K ^ Pil/i s hamh lt 
«s sieh w.ihrseheinlieh nit ht um spcz.ibs« he W'iikun^t n <!ei an^ewandtt n Zell^’ille, 
"omlern eher um eine Wirkuni; der liei der Abtotuiu: fieiui hlendeii Sauie, die, je eiiei 
„•.ist. her die'se Noruenommmi wird, de^1o konzentiieitei am Sitze dis Inveitiiis aultiilt 
und /unaehst die Alibaueii/v me aii^reift !> ^ibt .dx r aueh eiy;ent nmlu he I ntel 
st liiede zwisehmi den Wirkungen vmsi liiedeiier \’oibehamllunK»'n N.u h Aliti»! une. 
tler liefe [113] mit b‘ssi^esler bei ^ewohnlieher Tem|/eiatui K^liny,t e^s dun 1 i '^^luiid 
hellstes, mehrstündiges Zerreiben der Hefe es bleibe zunat lut imeiit si hit ilen, ob 
mit eiizymatisehen \'or;^anj.^en, für «lie am h dann not h tlie Mo^dit hkeit ^'e^n bt ii i^l , 
ixler ohne .solehe - alles Invertin wasserlt»slicli zu imu lien, Has ist iii< ht mehr dei 
1 all, wenn die HehandluiiK mit busi^ester bei etwa .jo bis voi^enommeii winde. 
Has Invertin ist nunmehr in einer besomlen-n Weiy* fest^elej.d. wahu« heinlii h dun h 
einen Adsorptionsvori^an^, so daß es naeh vollkommenem Zerreiben dun li Wasser 
nur zum r;erinj;en Teile j^elost winl. Hier laßt es sieh aber aimlii h wie aus den 'Ion 
erdeadvorbatmi durch Zusatz gewisser Idektrolyte, v<»r allem Hikalmmphosphat , fn i 
ler;en und in Lbsun}^ iiber fuhren. 

Ks war nicht mo^liih. die Auflbsun^ des Invertins zu miteibiiidt 11 , es /.unaehst 
festzulej^en und dtK'h die Hefe durch Autolyse zu entleeren, weil Troteaseu und i’oK 
"accharasen unter den.sedben liedin^^un^t-n It-ulen wie das angenommene In\eitin frei- 
lev;ende Ivnzym. J)ah<T bleibt es am h not h zu eiltet heideii, ob die I'reilty,uny «les 
Invertins zu den eiweißabbauemleii oder zu tlen kohlehy<lratlosenden \oi;;an^en • 
hört. Es };;elan^ nun, die zerstörte Ididotryptase tlur« h l'epsju oder '1 rypsin zu t rsetzeu 
und in clor am iK’sten mit warmem hXsi^ester ab^etoteten Hefe tlie j>Tt)teolytis( ht ii 
Vorgänge ohne Auflösung «les Invertins vor sich gehen ztr lasM-n. Her h.iwt-ißiuhalt, 
der Hefe wird dadurch mit demzufolge abgebaut, daß uIxt bis zu \ ^ <1< r Heft - 
TrcK'kensubstanz in lyisung üb(*rgefiihit werden, walirend die Kiit kstantleder Hefe/.ellen 
die rohrzu^erinverlierende Wirkung unvennintlert tnler fast unvermimiert besit/am. 



f)08 H. WlM.STATTKk uml I'. Rackk: 

J{s .sirifl (lit* Kohlehydrate der Hefe, und zwar die unlöslichen, die das Invertin 
v(jr der Auflösung schützen innl mit deren Abbau die Auflösung des Invertins Hand 
in Hand ^eht. Die proteolytisch entleerte Hefe liefert nämlich Invertinlösuii^en 
bei der IvinwirkuiiR von kohlehydratlösenden lyizymen, von Tannase und von 
[ 1 14] Malzdiastase. I )ie ^^anze Men^e Invertin laßt sich bei diesen auch im j)raparativen 
Maßstab aus^eftdirteii V’ersuchen den Heferesten entziehen, zugleich )^eht in sehr 
großer MeiiRe Hefe^umiiii* in bösim^, der in der Hefezelle nicht als solcher enthalten 
sein kann, sondern in l'orm unlöslicher Polyose vorkommt. 

Die bei der Auflösung des Invertins durch eiizyniatischeii Abbau des Hefekörj>ers 
beobachteten Ivrscheinim^en saj^en nichts darüber aus, ob das Invertin in der Hefe- 
zelle einem komplizierteren Kohlehydratmolekül an^ehort, oder ob es von der Polyose, 
sei es durch Adsor])tion, sei is durch Paida^erun^ in eine schützende Schicht, vor der 
Anflösiin^' bewahrt wird. Aber die beiden ersten Möj;lichkeiten la.ssen sich durch 
genauere rnleisuchunj.; des W-rhaltens beim Zerreiben der Hefe ausschließen, W'ird 
die Hefe unter so starker Abkühlung, daß enzymatische \’or^iin^e nicht mehr in 
Betracht kommen, stimdenlam; mit Sand aufs feinste zerrieben, so wird das Invertin 
in seinen' ganzen Men^e wasserlöslich, rnd da es. derart in l,osunj4 überj^eführt, ^e^eii 
Ad.sorbeiitien da.s.selbe W-rhalteii zeij^t wie* in den gew()hidichen Hefeauszü^en, z. B, 
von Kaolin nicht adsorl)iert wird, .so lie^t es auch nicht etwa in Bonn eines höher- 
molekularen Komjdexes vor. Also ist in der Hefezelle lösliches Invertin vorhanden, 
e’s ist nicht o<ler nur locker an Bestandteile des Zellinhalts oder der Zellwand adsor- 
biert, so mit wie chemisch frei, aber durch eine mechanische Einrichtung, durch einen 
(»rtlichen Schutz, vor der Diffusion völlig m*schützt. W'ährend die Zuckermoleküle, 
Biosen, Triose, Tetraosi*. auch bävulin. eintreten, wahrend Triose (Mannolriose aus 
Stachyo.se) aus der Hefezelle auch austrilt, [115] verlaßt das Invertin weder die lebende, 
noch die abc;etötete Hefezc'lle, solang ihre Membran nicht aVi^ebaut ist. P's ist wahr- 
.scheinlich. daß das Invertin und die anderen kohlehydratabbauenden Hnzynie, mit 
denen es sich ebenso wie mit Invertin hinsichtlich der P'reile^un^ verhält, durch 
h'inlai;erun^ in die aus Polyosen gebildete Zellmembran geschützt sind. 

Die zuckerliydrolysierendeu Enzyme lassen sich daher auf zwei Wei.sen aus der 
Hefe isolieren und in bösung iiberführen: aus der in der Form unversehrten Zelle durch 
enzymati.sche l'reilegimg, die im Polyoseabbau besteht, und rein mechanisch, nicht 
einfach durch Aufreißen oder Zerkleinern der Zelle, .sondern durch die völlige Zer- 
störung der Zellstruktur. Die.se erfolgt viel schwerer, als viele Forscher bei ihren \’er- 
suchen über Faizyindarstellung angenommeii haben. 

Die kohlehydratspaltenden Enzyme schienen sich bei ihrer Überführung in Lösung 
verschieden zu verhalten. Daher vertrat Emu. Fisciikr'), um die Unterschiede in 

' ln (Irr erstm Ahhandlung {AKsdiuilt A. VHI) wurde gezeigt. dal 3 Invertin und Ilefegunnni 
unter ähnlichen lUilingungen in läKsung gehen, daß e.s aln'r unter gewissen Verhältni.s.sen. nämlich 
hei ra.scher Autolv.se mit C'hloroformwas.ser. gelingt. 50 ”0 des InvertiiLS zugleich mit nur 3% vom 
Ilefegunnni des Pilzes in Uvsung ülvrzufiihren. 

') Her. d. d. ehern, ('.es. 27. .u;») lo''04j. 
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vier liiUhin^ von Iiivt-rtiii- und Malta>cl»'‘'iiiiy;i‘n iw i iklarcn, die An''ieht, lu im 
Aii'-lau^eii der frischen Hefe mit Wa.ssvi . . . nur da^ h*n/ym in I.cMin^ i;eht. \\<‘K lh 
den Kohrzueker si>altet ‘. 

Ks gilt indessen für alle die>e h‘n/\me. daÜ ^ie nic ht nui v«»n di'r lelu nden, sende in 
aneh von der al>getdteten. aber ihkIi un\c iM hiten HeU /cdle /niiu kgc'haltc n weide n 
ln allen l'allen bildet für sie die Zellmeinbian eine "chnt/ciide Schidit Su- innU ent 
weder ineehaniseh, viel schwerer als angenoinineii wnid»-. oiU \ dnu h en/\ niali^elu n 
Abbau zersldrt werden. Ha die Ideilcgung auf der Zc isi.nung v«»n c iiu i und di im Uh ii 
Schutzschicht Ix-ruht, so sind für die c in/« hu n ziu kc i'^p.dl« n«!« n l‘d\/\nie iii«li! s]»e 
/iti.sche l'reilegungsenzynie n«>tig lK nn«H'ii eHoh^t «lie l-reiU v'iing in i \ « im liudeiu n 
Beispielen nicht gleichinallig Kncht. l>i«'s kann daianl beruhen. «laÜ dit‘ [ii6| Z«ll 
hnlle Ixd verschiedenen Rasse-n und l’il/aiteii mein «*«l« r w« nig« r di« lit und «In k M-in 
kann und daß das fieik-gende baizvm o iihliili «»h-i ‘'paili« li voihandeii M in kann 
Vielleicht i.^ Memilia candida. die ilu Inve itin na« h Iv Idsciii-K nnd IV I.im'M.u' 
nieht an Wasser alizugeben vermag, arm an «hin l{n/\in Inr di«* r«»I\ «>s( ]i\ «li«>l\ s«\ 
.\n<!ere thiternhiede /. H. zwiselu n dein lei« ht von «l« i Ih le al)g« ra b« iien Invi ilin 
nnd der MaltaNC, die man ans l'iiM blu te nieht in l.c^nng bmua ii konnte, « iklaien 
vi« h dadurc h, daß unter «K n Hedingnngeii der Abtotnng nn«l l'ic ilegniig das eine 1 mi/.\ in 
unversehrt bleibt und das amlc-ie inh'lg«- «K r HiKlnng v«.n Sani«' in d« i I l« l«7.« lle s« li.ni 
«K-r Zerstörung anh« imfallt . 

Di«* l’Vstlegung «K-s Invc itin'^ durch Z«-isl«.inng «Ks luiKi'c'mK n b‘n/\nis nn«l di«- 
trakti«>nic rte c-nzymatisclie haitha-rnng «K r Ih f«-. «li«- piot«-ol\ lis« lu- ««Im«- Inv« itiii 
abgabe und die* diastat jschc unt« r baitbiiulnng «les Inveitins, gewählt«* «li«* Mogli'h 
keil, Inverlinldsungen von amle-rer ZusammeiiM t/ung wi«- bisher «lai/.u sti ll« n. Ih«* 
mit l^ssigester behaiuK'lle Hefe wird «inre h hanwirknng von Trypsin v«'n iliieni l-.iw«*!!.!- 
inhalt befreit un«l «lann das Invertin zu''ammen mit KohK'hy«liatcn «lur«li Diastasc 
in la’snng geliraeht. Tr«)tz des be«leuten«K'n (K halli's an He'Kgninmi Ix-sitzt di«* 
I.osung dreimal grcißeren Rc inheitsgra«! als in «K n «Inrch ;\nlolys<* giavoniu iu’ii Ih l« 
anszngeii. l)ie Adsorptionsve*rfahre*n znr Steigerung des Inveitin R«inli«itsjpa<K*s 
ließen sich auch auf dieses .\usgangsmatciial mit lMf«>lg anw« n«len. Wir «rliiell« n .'^o 
Invertinpraparale von ähnlicher Konz« ntration wi«* di«* in «K r i*rst« n Arb« it b« s« hii«* 
lH*nen. Sie waren gänzlich frei von Rrot(*insub''taiiz«'n niul ihr« n .Abbaupioilnkte ii, « nt- 
hielten alx'r noch kleine Mengen von K«>hlehy<lrat« n ; nmg<*k<*hr1 w ar «las Invi itin 
aus den autolytischen Hefeauszügen fr<'i von K«>liK*hy«lrateii erhalti-n v\«»r(K*n, abi*i 
gewöhnlich iuhIi mit einem kleinen <h*halt an rrotiiiuKrivateii. W'-iKr l allungs- 
und [117] Farbreaktionen der I*aweißk«;rjM*r noch «li«* H<*aktion< n d«-r Kohlchyilrat«* 
kommen dem Invertin z.u, und chemisc lu* K«*aklion<'n, «li«* über «li«* l‘,ig(-nart «K-r Imizvih«* 
etwas aussagen, sind iukIi nicht gefunden w«>r«len. 

Das Invertin, wie es vorliegt, ist nicht einheitlich; «lie beig«*mis< hti n St«>ff'* siiul 
von dreierlei Art: * 

' Ber. <1. <1. eheiri. (ks. 28, y>\-\ 

Vf 


WiIUtAtter, r.n*ym<r. 



f,lo K \Vii.i,sTAfTi:H uiul r. Kai Ki;. 

1. l'riTiHlstofk*, (liirunter inincralisdie Ik-sland teile, die von den Ad'^orptioiiv- 
initteln herrühren. I)ie (ilührüekslande der Präparate von den Zeitwerten 0,7 bis i 
licj^eii zwis( hen { und 4.5%. 

2, VVrdorlieiies Invertin. Wenn das lüi/.yin größeren Reinheitsgrad erreicht hat. 

V'frdirtit es leicht, und es ist iiodi nicht bekannt, wie weit es durch Ads<jrptionsver- 
fahren wirksames und verdorbenes Pm/.yin zu tri nnen. 

{. Ander<‘ kohlehydratliydrolysierende l*‘nzyin<-, uie Kaffinase und Stachyase; 
es wird namlit h in einer rntersuduin^ von R. Wim.stattkr und R. KniN* ^i‘7-ei;;t, 
dal.l z. Ik die Raftinase nicht durch luveitin M-lbst ^esj)alten wird, sondern durch 
ein spezilisches hhizym. AuUer den Homologen des Invertins können auch die Pro- 
dukti' ihrer Zersetzung; dmu I’raparate l>eit;enüsi ht bleiben. 

In der l'ortsetzuu}; dieser Arbeit wird <lie Abtrennung des Invertins von den 
ei^;entlidien I''renidstott\n an^estrebt. Ab<-r die Trennung von den nahe verwandten 
zuckerspalteiuleu lvnz\iueu lii-^t. so wie die Aufhisini^ natürlicher (»eiiüsche von 
Piweibstoffen, noch iü< ht im liereich <les M<»^licheii. 


Experimenteller Teil. 

A. über mechanische und enzymatische Freilegung des Invertins. 

1. böslichkeit des Invertins aus /.er riebeiier Hefe. 

das Auszielu'u des Invertins aus frischer und aus getrockneter Hefe nach Zer- 
reiben behandelte das Kapitid \TIa unserer eistmi .Vrbdt. W'ahreml ‘/-^lihidines 
Zerreiben mit Seesand schon j;enu.i;te. um die Struktur [118] dir meisten Hefezellen 
anzURreifeii, i;elau,v; cs dadurc'h nicht, vom Invertin mehr als eim*n kli-ineii Ti'il Idsbar 
zu imu'hen (Tabelle 12). \\'urd(‘ dann die /.<‘rriebene Hefe der raschen Autolysc unter- 
worfen. so v;iu^ bei (te^enwait v«)n Toluol das iibri^e Invertin in latsun^. indessen 
lucht bei Anwendun;^ von Pssi^ester (Kap. Vllb). l)er unmittelbar lösliche Anteil 
des Invertins stie^ bediaitend au. wenn man die Hefe lautere Zeit i;nuidlich mit größeren 
Sandmeu.m'U zerrieb. 

Dii'se Zerreibun,v;sversuche ermd^lichteii keinen klaren hdnldick in den Zustand 
des Invertins, weil cs sich dabei nicht um i'ine einfache Prscheimm^' handelt. Puter 
den \'ersueh.sbedin^unv;en waren enzymatische \'orgaUi;e nicht ausy;eschlossen, durch 
welche ilas Invertin löslich werden konnte, anstatt allein durch mechanische Zer- 
stdrun^ der Zelle. Andererseits ^enu^te in tien meisten b'allen das Zerreiben nur. 
um die Zelle aufzureißen oder zu zerstückeln, aber nicht, um sic weiti;ehend aufzu- 
teilen und ab/.ubanen. 

Pm Pnzymwirknn.i;ei\ zu unterdrücken, unterwarfen wir nun dit* frische Hefe 
einer X'orbehaudlnn^ mit Ivssi^ester und zerrielxai sie <lann scdir gründlich (i‘,T bis 
2 v^tunden) mit Sand. Has Invertin wurde dabei iü guter Auslxute löslich. 


• y^i. Ahh. ;.v a/v; ANt. Si. 
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Ikirail'^ scheint hcrvnu.iij^ilien, iKiLU»liiu- rn/\ uuiti''» lu ii mit um nirJi.i 

.imIu ii Mitteln. Invertin [119] tummeltet un<l lovli, h .-rm.K ht wii.i AIh i .null <lu-e 
, r!Muhe siml nielit l>e\M i-t iul. 1{- konutm mein» ir in\ » itiiiii» il» ;,:» lul»- l-'m/Mne 

Ai^-lieren: ein von l-Asi^eMer leieht /ej-t»nteA hMulu-, d.m lu-i »lei .\ut».l\o' mit» 1 
\!i\\»n<luni4 voll Toluol die Hiiuiuni^ <le‘^ Inveitins lo^t»-. mul »in i;ei:eii l'A^ivu'^t» 1 
\]<}» r^tand''t.iln^eie'^ Ihi/ym. mul /wai ein uni» •‘'liehe'', da*' nui lu im \» n» i1>»-n »li» 
t» i!e’4nn’4 de'' Inxa-itiii'' In wiikte. wählend • hei »l» i Het» aut»>i\>e iiu hl /ui W nkmu; 
;ut »las testi^ele^te Invertin käme. 

Mit »lerAllH-n Ahsi» ht veraria iteteii uii vu-l mh knete n» le. m» lit wie tinlu i unlei 
l'.t U iu Ilten, sondern cTk ii im lullt i«h keiieii Xu‘'tan»l. »>l>w«»h 1 ev vii h iu du '>» in vi»-l 
■ »li\\» rer zerieiheii l.iUt Dahei trat ^loLUr In\ »•itinveilu‘'t ein. mul /wai am h no»li 
'.»1 »l»ii vjuteren. unter staikem Ahkuhl.n au-,:eluhit»n \’»iMu)ien. \'on dem muh 
m.» l'.i-tun<li;^em /eireihen <lei Tio« ken!u h‘ noeh v<ulian»leiu n Inv< i1iu wan n v'.ioLle 
Aut» il»' durch Wasser sofort extiahierhar. r.ei''im KweiM‘ hev.i!; ein»' mu h d»-m Kiause 
\»llaliren ^»'trocknete Itielllete. die WH del ( '.ejallij^keit d» '• Ihlltl 1‘1<<1 k nimi;N 
iiHMlK v»-idanktem nach .|‘'tmidip'm \'eiieihen mit »h in jol.u h. n an S.camd 110» )i 
'-..- ‘o ihre^ Anfan^^'.:ehaltes von Invertin. Heim Aim/u h» n dm /.i itieh» m-n Ma- 'C 
tiat Wasser j^in^eii -11% ur''prun^liehen Inveitin\ heim Aim/.ielun mit it.pio/ 
IhT.r/mkerli.sum^ Nj”.. <les iukIi vorhamleneii. d.-s ui‘'iuunvdu heu Invertiu'' 

h"^mi'^. 

l'.ine andme IIefe|)rol)e war vor dem Trotkneii mit voihehandelt . 

Na. )i ;• .stumli^em Vi-rreihen mit dem jola»hen an Se(s;ni»! eiwiev« n "i« h hs'h 
' v..rhandeuen Inveitins heim Hehandeln mit Koln/mkei, h( i ( im r analo;;» 11 I’t»»he 
d..von mit Wasser löslich. AlleidiiiK'' fehlten in diesem 1 ‘alle vu 1 I'uiift<I dis 
h.u/vms, die heim /aireiheii zerstört waren. 

I 'ie Mitwirkum^ eiizymatis» her l‘aktoren i^t in dic'-mi \ » r'm< lu n ni» ht wahr ein in- 
•'li, aber auch nicht unnio'>;li<h l‘.s ;.:clinv:t. ^i‘' k;*»)/ au’-zm» hliel'en und da' 
(120] Invertin der Hefe allein dura h ine» haniM he I'inwiikuiiK in laounv, zu hrm',',< Ji 
dur<h Anwenduiu^^ tiefer Temja-ratur. 

Mit flussii^er Luft werden .u Hierhefe (Tro» ki-m^^ewi» ht /a ilwa rt ZJS) 

'■ainimii mit 15^ Sti-sand im l<eaj;i»-rrohr ahv;ekuhlt, wahrcml wir »li<‘ l’ojz» Hau 
ri-ihAhale lan-f^ere Zeit in fest»* Kohleiisaur»* eindrmkten und am h inm 11 mit f»-t< r 
Isohlensäurc beschickten. Wir verrielK-n wadm-nd »/ Stundmi die Il< f»' in iehen 
h'Ttionen, indem von Zeit zu Zeit, etwa alle i'..- his 2 Mimit<*n, etwa'- fc'-t»- Kohlen- 
^^anre, hin und wieder auch fliis''i'^e Luft iu die Reihs» hale zn;^( 
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(•inzclnvn Anteil /(‘rriehen wir if) bis 15 Minuten, flann wurde mit der einmal zer- 
riebenen und wieder in flüssij^er laift aufbewahrten Masst* das Zerreilx*n in kleinen 
Anteilen wiederholt. Naeh 2 Stuinleu wies das mikroskopisehe liild noeli einen nicht 
ludntraehtlichen Hruehteil unversehrter Zellen auf. am Schlüsse fast keine mehr; 
die liefe war in kleine schwammige l’etzen verwandelt. Schließlich wurde das in der 
flüssigen buft ^^esammelte Frodukt unter Zusatz von Ivssi^ester aufgetaut, dann zur 
Invertinbe.stimmung mit Puffer und 125 ccm jzproz. Rohrzuckerlosung auf 250 ccm 
gebracht und 45 Minuten gescluittelt. Die Hestimnumg ergab den Zeitwert 440, 
also waren fast 40% zerst<)rt. 

h'ast das gesamte noch v’orhandene Inv(*rtin erwies sich als l('»slich. rm darauf 
zu prüfen, wurde nach den 45 Minutrm der ersten Hestimnumg die Hälfte der Flüssig- 
keit an der Zentrifuge von der lieb* getn-nnt. Dann wirkte in der einen Hälfte nur 
(las gelöst»* Invertin, in der anderen auch die Heteniasse auf den Rohrzucker weitere 
•15 .Minuten ein. I)ie nicht tili rierte Idüssigkeit ergab jetzt den Zeitwert 510, die ab- 
liltrierle I.ösung 554, entsprechend eim'in (iehalt von <)2'o des vorhandenen Invertins 
(Anh, Xr. I). 

hauen zweiten \'ersuch fidirteii wir mit 5 g Hefe (.Menge-Zeit -nuolient o.oSj) 
und 20 g Sci'.sand aus. Die ebenso wi(* oben zerriebene Hefe wurde aus der flüssigen 
[121] buft entnommen und mit loo ccm W'asser unter Zusatz von Rssigester ’ Stunde 
allgeschüttelt. Der durch Klärerde filtrierte wäßrige Auszug diente zur Hestinunung 
des Invertins, t )hne \'erlust (auf dem Filtt'r) filtii(*rt gedacht, enthielt die bdsung 
42% des urspriinglicheii Invertins (.M.Z.tJ. 0,0 45). Die abfiltrierte Hefe ergab nach 
Abrechnung des in ihr enthaltenen l'A'traktes noch einen Invertingehalt von 12".. 
des urspiimgliclieii (M.Z.O, 0,01), so daß nach dem Zerreiben noch 54 "0 vom Invertin 
vorhandi'ii waren, davon t g in h'islicheiii Zustand (Anh. Nr. 2). 

Die Inv(*rtiiil6snng war trotz .Anwendung der spani^clu'n Klarerde merklich trüb. 
So war ('S zweifelhaft, ob hier da.s.selln* klar lösliehe Invertin wi(‘ bei dem enzymati.scheii 
bosnngsvorgang od(‘r ein, .sei es höhermolekulares, sei es mit hochmolekularen Hegleit- 
stoffen a.ssoziierti's vorlag. Darum wurde der Hefeauszug mit Kaolin (55 ccm mit 
log) geschüttelt und filtriert. Die bosung wies nun fast denselben Zeitwert auf wie 
zuvor. Das durch mechanische Mittel in bosung gebrachte Invertin zeigt also das 
nämliche \'erhalten gegen das .Adsoipt ionsmittel wie durch Autolvso gewonnenes. 
Die wa.sserklare b(»snng gab die Xanthoproteinreaktion deutlich, sie li(*ferte zwar mit 
l'ehliugscher bösung keinen Niederschlag, wirkte aber nach 5 Minuten langem Kochen 
mit goproz. Salzsäure reduzierend. 

II. Iber die Zerstörung des Invertin frei legen de 11 I'Dizyms. 

/. Durch Dncärmcn mit irtrswer. 

Die hanwirkung höherer Tem|XTatur auf die bösbarkeit des Invertins wurde 
im Kapitel A I\', 5a der ersten Abhandlung btdiandelt. Durch Trocknen der Hefe 
bei 105 leidet, wie wir dort wahrscheinlich machten, das für die Freilegung nötige 
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l-^n/yin in huhereni lirade al> das Invertin M.lbst, daü danavh Ini ita^i^nn Ans 
zielicn nur ‘ jo des urspruni;liclu‘n, d. i, ‘ j des luvh [122] vnihainlenen Inveitiiis 
in l.<»sung ^ ntersehied zwiselun der lUsi.indii^keit Non liiNaitin und Ini- 

Kucndein Knzyni kommt iHum l\i\varmen mit Wasse r staikei /ui ('.eltuu;^, tiotAlvni die 
Zi istorunKstemjKTaturen liu Ix-ide einander M-hr nahe lie>;en. l'as Inveitm wiid nam 
• n h Kim Krwarmeii mit Wasser von sS . das liiilt-^md» l'.n/vm mit Was^ii von 
so Neiniehtet, Zu>;leieli mit dem treilei;« inK n l-ai/ym und in ejuehem Malk- wie 
,lh s 4 .s leiden aK*r aucli die j)r»deo!vtisehen hai/vme. IK i;elin;^t dalu i itieht, die lU le 
<lmeii behandeln mit warmem Wasser so Im dii- Autoh-e voi/nihenilin. daÜ (in 
atolk'r Teil des Zellinhalts austiitt. wahrend das Invutin zmneklded)! Aueli bei 
dl. I banwirkun^ von Saure, von Alkohol und vini b'.ssiovsh-i t.dil die Seliadiy;mn; dei 
allgemeinen Autolysenenzyme und des Inveitin ln ilei;enden l’‘n/\ nis /u'-ammen. 

1 He ll( ft' tt iy^ti n wir mit dun ^li it lu ii ( a wi« ht \\ .iss« j au und « iw.unili u si,' m> \\ asM ili.nU 
iii ; .'stuiiditi iK-i ( I ) lr.it Verlust \t>u , 1 « s Ihm itms titi. Ixi ]■/ ; ( ' , Iw.iiinud 

Munden Muh der Zeitwett unvdandirt ;) In lil/tmi Ihle h.iiti d.is liiil<v»ndi 

1 u/vni M hon st.irk v^elitten; die .\utnl\se (1 lul lli le mit ,• 1 » lU n W asM i nnti 1 /u >.d/ \on 
l . l\\> ■! 1 lii ti t te Ul ; Tavi n nur i< > \ i.n p lost« an ln\ « t tni und .in« h mn ■ v Nim v.' !*'st« 111 iio« k« n 
ui'ht >!»r Ihle anstatt der noim.d« n M(nj:« v<>n o, , |,i-, .o'.., 

ln « nuin aii'U reii W rsnelu' iilolete «he \’ojh« h.iii'Hunv; mit W .e.ot wahn nd o Stunden h< 1 
. ic Minuleu stiia; die lemjHtalut aut . \ om liueilin u.itiii 11«« li >1".. \oili.iu.|en das 
mil'VeU'ie läi/ym war \erniiliti t, l.s u.n n.imluli h<i dn itar'U’tt .NntMv.e nntii d« n nhlu In n 
l’i 'h.r..,;unv;< n ui' lit mojjhih. t an* m« L'.)>.tr« M« iu;e ln\-»tin m l.i'-uni’ nh*a /ulnlii« n Iv. )’mv.' n 
d«i .lU' h nur 4 von d*t Tro< k« nsnhstan/ «U r Iht« m d* n Aio/ne 

j. Dnnh I.inu irhutn^ voi /. 

Wahrend o.oo in-b‘,ssi^saujt‘ nieht amleis wie Wasser wiikl. K‘'>>ti^',t o, j n b'- iy, 
saiife svhon bei ZimmertemjHTatur . tim völlige Zeisetztm:a 'ies jieile^'a nden Imizviu' 
i ' ilx i/ufnliun. ohne aber das Inveitin selbst an/tieja ilen. 

Mit < i * ■ ; n Ks^i^siuire h* hand« It* n wir If» te j* 1' . Mnn<l« n h« 1 i v nn«! h< i Im • i a« n 
1 m!« wurdi' die Autolvse nu llt j 123! be* intra« litiyt ; < s ii;U h» 1 1 nw.itt \on 'hiluol >,<,''ar •!' nt 
h- ia N !list;;arun>.: auf. ln t Ta^en rnuf.:* n .1'.. In\*itm 'I i*.* k* naibsi.iii/ m d< n ,\i)-/uy 
Im /\\( it< ii lüdle htraehle du- Autoivs« 1.’''.. \om heoitni, \om 1 1«»« k« nyi w n hl m bo' imy 

Iha Zmnnertemjx ratur wnrd*- o^,- n lv>,i}.'s.mr< iio* li v'ut * ili.tia.« 11. Du- do ilay-ie' .\ntolv « 
dir s«. vorhehaiulelteii Jhir Itv^te vom In\'tlm, vom ’l io* k« 14:' ws ht ioi 

' « n l-',ssi)4sanie lii K n wir 50 stmid« n .»in itiM ln Ih h < mwitk« 11 1 1* r ln\« itiii/« itw«a 1 If 

'tuv' \oiluT na* ii der lleliandhmv! f,j-:.amh i nthi* It «l« 1 v« l.iM* te S.ilt ■ \<.m ln\>ttiii 

Im«m- Na^rM handelte Hefe lief'Tte iiiittr «hai nhli« lu n It« «Imvniu.'' u k« m« Inv« itmloam^' aber m« 
•a^htt ,uu h kein*- Ant««lv>e nu hr, N.i* li t 'r.ir^*ai ditiiu lt «ha h«! < .« v nu.ut \«in lohiol ja hild» !«' 
Mi'/u;« i' j Vom Invertin, j vom 'l'r<»< k*aiv.'t wi« lit 

j. Durch l‘An,iirkun\.i ; e/r ^npto .. 

Naeh W*. A. Osiidrnk' wird die Hete vor dem Atts/.ielu n des Inv' ilins dun li 
Chloroformvvasser der Hinwirkun^ von Alkohol tmlerworfen, tini di<‘ baweiUkoi]»' r 
z.u koaj;uliereii, Vnsere Kritik des \'erfahrens (I. Aldi., A, I\’ z« iide, daß <li‘‘ ‘ o 
vorK^handelte Hefe das Invertin viel schwerer frei^ibt, IK war noeh zn beweismi, 
daß daK-i nicht das Invertin leillet, sondern nur die i'reileoun^ ‘gestört wird. 

' ZeilM-lir. f. physiol. Chem. 28, y/t h’yd 
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W'ir lu Ci II 7 StmirlrM !)• i Ziiimi« rt< in|H r.itiir etwa Alkohol eiiiwirkt n, iinieiii wir 

I'rrL’hcto mit ilem ^1* ichen (‘..wiclit pro/.. AlkolioU vi rniiM liteii. Ou- Irivirtinlx^timimui;'. >o 
wie mit frisdicr IR tV all.^^'^ ^ullrt, cr^al» ilatiarh wohl inlolj^e r{i r Koagulation « itu n /u nie<lri^eii 
UVrt, iiimurhiii dt N urspnin^hrhi n J’,n/ymK* h.ilt<'>. AUr in Aiitolyse mit Toluol 

yin^cii mir dt s Invertins in Ia’»sun^'. 

Ih i wirkt'- 'li-r ;opro/. Alkohol au< h auf Invertin /<r^toreiid ; in i' ; Sluu'len sank -ier 
Iiiv-rtin^ehall auf j Ins j 

./. Durch I:inn irhuni^ , o>t /i'ss/^'fv/cT. 

In der Aliliainlhin^; (Kap. A. \'IIh) wurde ilali die Autolyso der 

Hefe liei (ic^cnwart von l-Asivicster nur sehr inveitinariiif L"'^un:4in liefert. I)a hei 
der Ahldtun^ d< r liefe dtireh h'.ssij^ester lasi h [iJ4) Saurehildun^ in der Zelle einset/.t, 
so ctitstelit in ihr (‘ine für das freile;iende I'Ai/.yni gefährliche Saurekon/entr.ition, 
I)ie Wirkung auf die l'ieile^un^.^ des In\'eitiiis liet» si( h daher durch Neutralisieren 
der heim Ahtoten auftretenden S.iuie \eihiiten. 

llns(‘re weiteren V’ersiu he iihei die Wirkung; de" l'N"i,i;e"ters hestati^eii die \’er- 
nichtun^' des Ireile^eiiden Kn/vnis. h'einer v\ird der \’t‘ilauf der allv;t-meiiu-i! Auto- 
lyse nach der Zerstörung' desselben, also unter di ii Heilin^mnuen der Invert infest lei;unj.i, 
geprüft. Ivs wird unteisiiclit, nnt welchem Krfol^ die Autolvse der Ihdc, die Aufhisum; 
der Proteine und Kohlehydrate, nach der V’orliehandluu'^ mit Ks"i;4ester voiistatteii 
K('ht. l'm di(‘ autolysierendi'H hai/.ynu* tnd^lichst zu selionen, mußten die •^elindt-steii 
Hediu^unv^eii j^esucht werden, unter denen der Ivssii^ester das Iiu'ertin freilei^ende 
h'nzyiu aus/.uschalten vermag. 

Wird die ah^ejireLlte Hraiiert'ihefe unverdünnt nut lNsii;ester (lo l)is jo"., des- 
sellum) an^escluitti'lt , so l)ei;inut nach einigen Sekunden das ha weichen, und (‘s voll- 
zieht sich in etwa i Minute dit* vollständige \’erflussioun^ der lieft'. In den früheren 
Versuchen hatten wir dahei die Hefe mit Wasser vi'rdünnt ; die Wirkuni: dt's Ivssi^- 
esters war dadurch ^etnildeit, so dal 3 immerhin eine nicht i;eiini;fu,i;i,i;e Invertinnien^e 
hei der Autol\se noi'h austreteu konnte. Nach \'erfhissi^un^ der unverdünnten l’reÜ- 
hele, wie wir nun vorzugsweise arbeiten. l)elief sich der Anteil des Invertins, der hei 
der Autolyse löslich wird, zumeist nur auf wenige rrozente. f;ew(»hnlich wenii;er. 
als .schon in den hei der \'erflussii;uu^ austretenden Saft iiber);el)t. 

nie Kinwirkunv; des Kssiy'esters auf die Hefe erforderte mehrere Stunden. Zu- 
niiehst versuchten wir (K'ii Ivssi^t'ster lu'i Ziiuinertem[)eratur nur eine halbe Stunde 
einwirken zu la.sseii. Die Hefe wurde in der Zentrifuge vom \’erflüssigungssaft ge- 
trennt, gewaschen und mit dem dop[)elten (fewiclit Wasser und io% Toluol 
[125] } Tage der Autolyse überlassen. Der Verflü.ssigungssaft enthielt die 

Autolysv'uflüssigkeit noch 40% vom Invertin der Hofe. 

Diesen N’ersncli wiederholten wir mit 7 Stunden dauernder Kinwirkung des Hssig- 
i'sters. Die Autolyse unter denselben Versuchsl)edingnngen ergab jetzt nur 4% von 
gel(>stem Invertin; dabei waren aber auch nur iS% von der TrcKkensubstanz der Hefe 
au.sgetreten. Die Autolyse war also stark gehemmt. Der Hefeauszaig war arm an 
Kiweißderivaten und sehr arm an Kohleliydraten, Hefi^^ummi war nicht nachzu- 
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wcixil, iiiK'h war Kcdiiktimi v«*ii I v hliucMlur l.o'.uiii; n.u h Kivlu n mit Mnu ial 
v.iuro M'lir K^-rini;. 

In di r Wanno loidot ii.is tiiiUi^rudi Iui/\m \iv l lu^ihi i, AIK in dio ri'm]H i.itui 
\',in )7 darf nioht ulK‘r''ohrittrn uiitKn, da ^«»nvt aiuh »la^ ln\ritm imloi diu lU 
dm^nm^i-n dor HotValrtotuio^ an;^imitK n uiid, In \i ii;lfU !u mdi-n \ risiu !un windi ii 
5«i'4 Hi*fo mit inooin l>''i:^(''trr Vf!mi''v lit . n.ulidmii m.m iKid>- .mi du- W imu Iis 
I rmjH'iatur a) 45 - .>*'* - • d 7 anurwaimt li.ittr l'.nm hu hin \\u du- 'Id in 

M-iatnr ikk Ii oini>;o /oit konstant, lu i a) ' \ Stnndi-, It? i Stnndr, i > Siniid. n W ahn-tid 
iH‘1 4 S Invrrtin w alusvlu-inlioh diiiih di»- luim .\l>t<itrn anttirtindr S.mii- 

\. !nKlitot war. i>i-tui;^ diT \\-i!nsl iu-i , uni JS ".. mul h- 1 hluli d» 1 lu\t itui 
.;«‘lialt iinvoiaildi-lt. 

IhclK-i ;7 wahrend i‘ .. Stundi-n mit iK-handilti' 1 ich- o.ah Ix i di 1 Auto 

l.-c nnti-r T<>lnol/ai>at/. Aus/.u;j:c, ; l)is vom Invtitm iuthaltcnd, mit noch ucnu.ui 
T!<h konsiilistan/ aN dii* in ih r Kalti- voilx-li.indi-ltc Ih-h- 1 »ic .uitoj\ sit ii-ndcn h‘,n/,\ nie 
-md amh Ini (h r al)^i kni7.ti-n hanwirkun;^ des |{ssi..;,stcis niihl ;;esth()ii1 uehlielx-n 
I 'm in-i ;7 i;i-liildeti‘ \'erHussi'.;nn;^ss.iit mtiiii lt <* )>is S",. dev Invt itms und lnv 
j.S".. de^ Ttoikeii^ewiihts drr Ih’te, vu d.»|.i im ;:an/en ; hiv d. 1 1 h |evnlu,tan/ 

!-v|i. h wurden. 

Wi-nn dnrih die lU-handhnu^ mit l>M;'rvtrr nnl»-i [126) .‘sJumnn;^ dev liut iliii' 
du- an vi-im-r l’ri-ile^nn;^ uml an di r alln.i-nieiiu-n Autnlwc Ixtedi-ten Ihi/Miie an 
4<-iiilrn Wi-rdi‘n, m» koiim-n /u;.;leiih him- Veiandeinniu n im Zm-t.md «lev ln\eihnv 
.o.ütieti-n, die sinh i>ei ;^inndliehem Zerieiiien der !l<le mul Am/.ielien mit Wa-o-i 
/' i-en. Wie oben dii- lU-isjiieU- di-r ’l'ah. i i-ik<-niu n lieLh n, wud Ix-i st nndenlanvein 
Zeiieihen di-r mit l'bsi'^i-ster hehamh-lti-n II(-h- mit Sand das Imcitiii in u iiiei ;uin/.cii 
Men-e wasM'rh’islieh, Nur i-in lirmht<-il dir Inveitimm-nvu- und aher nntei ^deulun 
Ih lim^uni^en wausi-rliislii h, wi-mi dii- hanuirkim-^; des hNsi^'rsters in dm Wainu- -tatt 
.'a-tundi-n hat. Hier spidt eine scknndan- Ins« heimm^;, uel«iie die hosharki it de- 
Iiueitins Vermindert, eine Ri»!]«-. l)i«sr luvniuhr«- I-'«-stl«-;.;nnit d'-s Invertins scheint 
au! « inein Adsorptioiisvor^aiu^ /.u Ih-iuIu-ii Wenn namli'li du- mit lv'si^-, vtm in d< i 
Uarme heliaiidelte Hefe, dii- na« h «lern /«-rreihen mir w« ni-.; lnv«-rfin .di/n^u hmi 
veima;^. i-ntweder znsainnu-n mit <i«-m lu i «Im H<-t«-v<-rilussi‘,jnn;! aus;u m hi« «l'-ii« n 
Satt zerrieben dies ist in Ih-ispiel ; «U-r Tab. i 'h-i hall, nuh in «Imt der \ < r 
tuisvij^m,.^s,;^ft iiielit ab^ietrennt wird o«!«-r alx-r na< h «!«-m /a iri il)'-!) mit« r Zu 
satz. des Saftes extrahiert wir<l, sr> j^eht ui«'<h'r viel m«-hr Inv« rtin in I,«» tmv'. l»i« s(-r 
hanfluü des Verfhissiy;un^ssaftes i^i k«ine (-n/.Miiatis* lu- Wirkmij.',, m k<»nimt amh 
der Kokix’hten Idiissi^keit und so-^ar «l'-r As« he zu, «ii«- ui>« r'v\i«ah ii«! aus Alkalipho- 
l’haten Ix-.steht. Die Wirkung dies<*s \'« rflnssi'^un’Zs’'alt<-s l.tbt sje li «laher «lur« h An 
Wendung von 1 tikaliumpliosphat ersetz« n. l»ie -rmuiliih z«-rii« b<-n«', «las Inv« rtin 
tHir zann kleinen Teil an Wasser ab'zelx-iule H« f«- lallt bi-i Zusatz von s«kmi'larem 
KaIiuin])hosphat sofort einen großen IVil «h's Invertin-^ in bostm^ ^«-lu 11. I>«'r Zusatz 
des Elektrolyten Ixwvirkt hier die Elution ahnlith wii- bei «l<-u A«lsorbaten \-(m In* 
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vfrlin in Aluiiiiniuniliydroxyd rwU-r Kaolin. Dies<* KrstlieinunR wird nicht IxH-influßt, 
wenn na( li d('r licliandhin^' mit Ivssi^cstcr die im fol, inenden bi-sdiriulx-ne pankifatisclk* 
[uy] Hydrolyse und FeseitiRmiR der KiweiLlkör]H“r stattRefundeii hat. Auch dann 
er^ild der ZerreihuiiRsversuch eine FixieriniR des Invertins, die vom Verfiii''siv;iini'>' 
saft oder einfacher von Kaliumphosphat aufRchohen wird. 

.Vadi (nSliindt ti lanj'cm Ilihaiidi ln mit lui :<>' yali dir HelV (lU'i'i{)ir! 2 dir 

Tal). 1) bri stinwletdaii^rm /a rn ibcti n vom urspriin^lii h< n Invrrtiii an U'avM T ab; .S % d.i- 
von waren im V'erlhi.ssiyimyss.ift enthallen. Wir trennten diesen von einer Frol>e der mit FXsiy- 
esler ))eliaiuleUen llel'e ab imtl /.erriebeii sie in (b rsellK-n W» ise, Aiu li dann waren .s.j “o des 
Invertins wasserloslieli. 

.Muveidiend war d.i ^ \ » rhalti-n der mit l -.tei v» rtlns'iyten und «l.inn ; Stmuleii aiU 
[O ( rwiirmten Heb (r.i is{»iel i; «b r 'l.d), 1) U .diren»! beim \ » rreibeii ohne Abtrennung des 
\'erlliissij^un|,)ssattes <0 des Invertins lo^lleh wiinlen, yinyen ti.u li .\btrennen «lesselben S.ittes 
und ela nso yründlieliem N ero iIk u brim .\u>/iehen mit reiiu in W.isx r nur ; ; des Itua rtins 
in bosuuy. 

In zwei aiideieii lU isj)iel< fi « rwarmteii uir di* Ib b- n.u li d< r \\ rllussiyuny ilureh Fssi^esttr 
.lul ;i) 1'/;. b) T Stunden. H.inn wuole die vom \'erllussimuiy''S lit yetr» nnte und a\is- 
^ewasc llelle llele 1' , bis .! StuudeU mit der do|)J>elten .^Ien).;e jSs.s.U!«! /erriel« 11 und mit Wa.sst r 
ansye/o^eii. Die I.osuiiyeii < ntluelt« ii nur .i) |0. b) des urspriiunlu heil luvertins. 

hl einiyeii dieser Veism iu- wuule /wi-^« heil <Iie .Vlitotuiiy dun h Fssim ster und <l.is /ern ilH ii 
die l!ehan<ihiuy di r llete mit l'iypsin i inyt seh.dtel. Wir verthnMyteii /. )>. i ky rrel.'luTe in 
der Külte mit l’ssiyester und eiuarmteii d.imit i Stunden .lut 4" bis | ; , Nai h .Xbtnniinny des 
Verthissiynnyssaltes in der /eiitnluye set/teii wir die Hele mit Trvpsin und N. itruim.ieet.il ; Taye 
unter Rnlireii bei v 1 .in und trennten sie d.mai h von dem gebildeten .\us/ue, 1 )ie 1 leb ruek.stande 
enthielten noch vom uisprünj.;Iiehen Invertin. D.ivon ^^inyiii beim /.eireibeii (i Teil Heb 

.' Teile Si'es.ind, i' j Stunden) und .\ns/iehen mit W.isser wahrend einer halben Stunde , 

".1 in hosim^. ln l’.ir.dlelversuelien wurden die Heb rin kstünde /us.immeii mit der eiitspreehen- 
den .Meiiye di's \ ertlüssimuiyss.ittes oiler mit der Hallte d.ivoii /erriebeii und mit \\ .i.nmt ,ius* 
ye/.o^ell Oller llir sieh .dlelll /errieben und mit Wasser unter /u.-'.lt/ des N'erllu.ssiyunyss.iltes ;iU'' 
j.;e/oj.;en. Nunmehr belruy die Ausbeute .in gelöstem Invertin .s»- u-v uo. i. hi einem 
weiteren \ ersiiehe wiiide der Wrllus.simiiiyss.ill is Minuten ^ekoiht. Ibiiii \ eireiben /uyetüyt. 
bewirkte er. dal.i die .Metiye des in l.osimy yeheiiiUn Invertins winbr erieielite. Der \'er- 

llus.simin).;s.s.ilt wurde einyed.unplt und ver.isilit. die mit etwas WasM 1 [128] autyenommeiie 
.\sehe beim /eireibi-n der I lelef ui'kst.inde /uyisi t/l. D.ir.iut wurden ;«•'» <bs Invertins loslieh UU'I 
ebeiibills als wir st.itt der .X.silie o,s y K;Hr()4 mit 0,0; y MySt )* • ; H,( > /u j;y Hebrüek- 

.stünden (Tioeketiyew ieht oy). .sei i-s beim /erreiben oiler n.ieli demselben, beim .\us/iehen mit 
Wa.vsei /ulnyteii. 

111. T' i II w i i k u ti y proteolytischer l{n/. yme iiacli Zcrstoriniy des 
Imeititi frei leye Ilde II TAi /. >' tu s. 

Unter veischiedeiien Hedinynnyeii des Abtdteiis dir Hefe yeht zuyleicli mit dem 
Invertin freileyenden T'nzyin die Undotryidase der Hefe znyiundo. l’'s könnte also 
sein, (lall die enzymatische l'reileyiiny des Invertins ein proteolytischer Voryany 
\v;iie. Um dies zu prüfen, liefen wir auf die z. H. mit ICssiyester abyetötete Hefe 
proteolytische Ivnzyme einwirken. Pepsin und Trypsin. Ivs yelany nicht, auf diese 
Weise das Invertin freileyende Faizym zu ersetzen und das Invertin zuyleich mit 
der yroLlen Meuye vmi Proteinsubstanzen der Hefe in Lösuny tilxrzuführen. Nur 
unter yewissen Hedinyunyen wurde bei weityeheiuler Kntfernuny der Kiweißkör])C'r 
durcli Al)bau ein Teil des Invertins lanysain frei und löslich. Wie bei den Zerreibunys- 
versiichen ein Unterscliied zwischen den bei niedriyer und höherer Temjxratur mit 
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Kssigesti-r ab^etotetfu Hot\-n ^itnAcn i-t. vlv i .lut rnu ii in ^\v\ W.iiino t i 

b>lgi-iulen sckiinclarcn \t*rij:an^ htsondiu-r l-V'-tl« <!rs linriiuj" hindiuti li*. ‘•n 
widersteht aiicli je nach den Imstanden der \ oiIk handlun^ nnt '»tii d.ts 

Invertin der Auflttsiiiii; in veischievlenem Made. Ihe kalt mit l>si;.;estei vmlvehaiuielte 
Hefe ^ii>t f>ed der Hehandlnn^ mit dem (u)in;*;ens dnt'-tavehalli^en) rankieasen/\ m 
Invertin in I.(*sun:4. die wann voil)ehandeite Hefe alut nivht 

Her Schilt/., den das Invertin in der HeU/elle '^enu dt. wud ahn nieht .»der mu 
untergeordnet durch l’roteine bewirkt. Naeh diesem l*a’^el)m'' war < imiv ln h, m andei« i 
Kielilum; den en/ymati<chen Abbau <ler haweidknij>ei an^'/mmt/en, n.imluh um die 
Hefe unter [129] HinteTla'^''Un;K; des Invertins vmi einem nu.;,.;lielis! v:n'den 'fnl dm i 
Inhaltsstofle. nanientlicli aus der l'iot»'in:4TU|»j'<‘. /u belieieii. '.<> d.id ue d.imi em 
|K-M)nders ;^unstiees Aus'^ani;smati-rial für dii- Haistellune, \on Inxeitin bu ten '»Ult 
Naelideui von der Hefe schon l)is «lei Ti<h ki-n-ubstaii/. in <ien \ ei llus'^iv.ini;:' 
'•att aiis;4etieten wait ii, sind l)i'' /n weiteren 50**., des iii'^pimu-Ji» lieii Tiockenv/ wu bis 
bei der l‘roteol\se we‘^^eh»'.t woitleii, abo im ganzen «twa \ , dei Troi keii'^ub^lan/. 
/U''immen mit nur 10 bis 13"., vom Iiuautin. 

1-ur diese \"ersuche diente ein iN-p^inpiapaiat von H Mi ko., \t*n d* in 1 Toi 
na< li der im Handel ulilii lieii Ih zeii Inning ,.10000 'l'eile baweid veidanb , und als 
'rnpsin ein I’ankieaspiaparat . daswii der b'renndliehkeit dt sll( nn 1 M Cn 1 b u.i. iniu.k 
m tler Kolim vV Haas Co, Bristol. I’etina (t . S .\ i. v« i«lankt 11 ex eniliult la b» n 
\itl 'rr\ jisin u. a. <iucii etwas I>i,istase. 

liit' mit I*!ssi;^ester beliamlelte Hefe trennten wir vttni \ < itliissi-/.nn'.v 'ab*’ .dt 
mul lieden darauf im Tliernutstaten von ;<> bei (»er^eiiwait v<m 'rolu*»! unb i Kuliu n 
; bis f) Ta);e laii;^ proteoh ti>t lies l'.n/.ym einwirkeii. uiul /war 1”.. b'n/vmjuapaiab 
be/oi;en auf die angewandte l'redhefe. 'rrypsin unter Zm at/. otn Natiiuina« < tat , 
l’e|'''”t <’biie Zus.'itz. Hiirdi die Hntleernn^ werden die Hefe/ellen o) lej, hi, d.iL'i • le 
sich in vielen l'allen nieht mehr mit der Zen1rifu):e setlinientieK n huM n : ie wmdi n 
.difiltriert und i;ewasehen. In diesen Hefeim k't.uulen y.elin'dl tristlun 

otler mit Hssi)j;ester abi^etttteteii Hefen ohne /erkleiiu rnne, da- In\t'r1m «luanlilaln 
zu bestimmen. 

Nach der \'orlK‘handlunri mit IN'-i:,.;estt r bei •^:,ewi)hnli( ho Tt inpt-i.ilni (’lab. .:) 
wird durcli IvinwirkuiiK von Bepsin bis y.w einem hrittt l, von Banku asi ii/.\ in 
bis z.u zwei Dritteln »les Invertins in bostin-^; ^ebiadit. IlnuM'^en halt die mi1 
l'Nsi^ester erwärmte Hefe (Tab. ■;! das Invertin in allen l-.illoi /um ’b 

/uniek. 

Die durch Trypsinwirknn^' entstamlenen Ans/,uj;e [130] ^ab« n w» d‘ r mit. S.ilp< to 
säure iiejch lx*im Kochen AusfhxkunK, mit I'err<M yanat keine lüdhini', kt ine Bim* 1 
reaktion. alxT sie zeij^ten scdir .starke Milloiist he Reaktion, I'alhiiut mit Bh iait iat mul 
Aufltisun^; von Kupferhydroxyd. An Kolilehydralen waroi sie si-hr arm. mit kehlinv;' 
scher Lösung trat unmittelbar eine geringe Ketluktion ein, Ht hy.ummi war nit ht 
nachzu weisen. 
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'lalullr Autlosuiii' von Invertin uu<l TrockeiiMihstan/. aus kalt mit llssigester 

behainleltt-r Hefe. 
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[iji] IV, I'roilegtnig des Invertins dureh Hiastasi*. 

Nai'li der baitleernng dnreh Pepsin oder Trypsin gibt die Hefe lu i der l*ain\irkiiiig 
von Mal/.diastase das Iin'eitiii frei, wahrmid ziigleicli eine l)edeiitende Menge Non Ilete 
gunitni in bosnng geht. 

l''l)enso wirkt dii‘ 'rxinnase'. das ans Aspergillus nigt-i dnreh tolnolh.iltiges Wasser 
ansgezogene hai/ynipraparat, von dem nns Herr Prof. K. l'K!;t’in;Nin:k(; freiindliehst 
eine Probe /,nr \'eiftignng stellte. Ans 25 g entleerter Hefe (<) g Troekengewielit ) 
entstand mit o.i g Taimase in 5 Tagen bei ' eine Ia‘snng, die vom Invertin der 
angewandten vorbeliandelteii Hefe 57"» enthielt, wahrend der übrige Teil des In- 
vertins noeh in den Hefeniekstanden (piantitativ erhalten war. In dem Aus/.nge, 
der an Troekensnbstanz vom tiewielit der vorbehandelten Hefe enthielt, Ih-- 

gleitete viel redn/.ierender Zneker das Invertin. 

Dieses bagebnis wurde dnreh Anwendnng \a)n Diastase noeh übertroffen. Wir 
verdankten die diastatiselien Malzextrakte, mit tlenen wir arbeiteten, der Diamalt- 
.\ktien-Oiesellsehaft in Munehen, deren Direktor. Herrn h. wir für die Überlassung 
der Pra])arate \'erbunden sind. \\)n dem .syrnpösen Diastasepräparat, das naeh \'er- 
giirnng mit Hierhefe und landnnsten etwa ein Zehntel seines (rewichts als Troeken- 
rüekstaml lieferte, lieben wir i g, in loocein Wasser gelbst, l)ei 30 ' auf je 25 g der 

‘ .\. lüiKNU.ven, v'ompt. rvnd. 131. (h/h)]; H. Pi‘TTi:vin elKiula 131. 1:15 

K. l'Kia'miNiiKKi;, lUr. il. d, ehern, ('les. 52. i;; [loio). 
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tViKiiti-n. ziu-ist mit K»i.uv*stur in dui W.iinu', dann mit rrp^in inli-i Ti\p''in vm 
UliainUdtvn Hufe einwirkun. lKt> Xohiniun dei l''ln-'''i.;ki it . dii' mit Tolmd nhi i 
Minvlitut und gerührt (xlei lianlig K-wigt wuide. luiltin wii koiKtant und riiinttiltm 
liuieh Ivntnaliim* vnn rrtda-n und <juantit.iti\ u iH^timmung d.i ii ('..mg di i .\utl(t''uug 
dl Invurtiu'^. Ihu lha''ta''e erlitt Al^i hw.n hmig und (id*l /ei''t('iun'.’. u.diimd des 
\ i i>uelie'^. Hei der Iselu-rung des Iiuertiiis ni ginL'rii iu M.iLwt.ih wuide n.u h euuv'i u 
Tagen VMU neuem Ihastase /ugelugt Am hauie dei Winuhe. na. !i s hu' '» Ü'agi ii, 
waren die Ilefeim kstande leiehtei aN W i li;, IVitmte w.iien wiiiie, m laihi 
oii' inthielten naeh Ah/ug des 1 »iast.isitrui keugewti lits ungel.iiii ein l'ntt.l dei 
Tf<M,kensu]istan/. der angewandten \ «»lu liandelten H< le. .»Iv,. , m /eliutd \oii dei 
]. nigeii der iTischen Hefe. iKis Iina itin w.u. wie die Heispu-le dei T.dt \ /. ivu n, 
/um grollen Teil oder gan/. in I.o'-nng geg.ingen, woKei .dleidmgs in < iiiuu n luilli ii, 
Ik ''niiders X'ersucli erhehlieliei lnveitinvetlu''t eiiigi tn teii uai . 1 lie .nit den 'l itiv keii 
niekstand he/.ogenen Zeitweite der AlK/Uge w.ileii '"v i'ls So gegeinilxi den z. it 
Welten iKo l)is JoO unserer duuh .XutoUse gewonnenen lleleau^/uge, hesaliell ah-o 
dn iimd größeren Reinlieitsgrad iMi- In\eitinld»sungen uaieii leuli an I hT giniiiin 
und ^eiir arm an Ihwidllstoflen. si»- g.iheii nui g.m/ gelinge Millonselie Iveaktion 

1 t1'. II«- i .\ 11 1 l<is\i ng «1« s I n \ « 1 1 1 ns nn t I > i.i '-l .. -«e .ms pi «U « •«! \ t isi ii . n 1 1«-« 1 1 « i H « i* 


it.'. -• i- 

; ' M« h« Nt I «1« r ’l .«l« ■ i ' i • i ; 

i . , .-1 , 

[iJ3] B. Invertin aus der fraktionierten Auflösung der Hefe. 

I. I ) a r .s t e 1 1 u n g diireh p r ot <-ol y t i s( h<- und diast al i''t he )*jil li-eiung 

• lei Hefe. 

\*orheliandlung mit I'lssigest er, I )i»' Am-si Iialtung des Inseitin In ileg. n«ien 
i’.n/.yms geschah dureh iunwirkung von TA^igester in «h r W anne Wn \< rail»eilelen 
i-t- I. 21 ) lokg gewaschene Hefe der fa>w cnhratieiei iTio« heiigew n lit .:, j.|l;;'}, ih ren 
Invertin/.c-itwert gpo hetiug. Hie Hefe wurde uIm t Na<ht im ltnit -< hiank ( y; ) in 
drei i'iltiicrstut/a-ii angewiumt. J)ann senkten wir dte-e in «In i große W a'seili.eiei 
ein. deren Tem])eralur /.wisi lien und '/< geli.ilt< ii wurde, und verruhrt' n die 
Hefe mit 2* .. 1 auf )"/ vorgew.trmlmn H.s.sigi-.ter. J Me ras« h v» iflus-igie liefe hu lteii 
''ir d Stunden bei 57 und ließen sie nlwr Nhulit abkuhlen Hann wurde m «-mer 
1 iK-rlanfzentrifuge die sieli sdiwer al^M-tzende Jb fe vom \'( rflnssigmigssaft getri iiiit 
und gewaschen. Her W-rfhissigungssaft enthielt nadi seinem Zeitwert 1700 vom In 
vertin der angewamlten Hefe 17%, und zwar is«) viel, wt il bei <h m languiineii Anw armen 
der Hefe die enzvinatisehe I'reilegung in Ixtra< Idli« hem .\Iaß‘ zur Wirkung gelangt 
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war. Von rlcr Tro(■k.•tlsuh^,taIl/. <Kt lief,.- waren 24%, nainikh 580 ausgetreten 
(Anhang Kt. j). 

In einen, alleren liei.spiel (2:. I.) mit 10 kg Hefe (Tr<Kkengewicht 2,10 kg) vom 
Inverlm/eitwert 21H kürzten wir das Anwarmen der Hefe auf } Stunden ab' infolge- 
dessen gingen nur s,«% des Invertins „,it dem 1 -reilegungssaft (Zeitwert 37.«,) ve.- 
loreii, der 470 g, d. I. 22'/,"i von der Ilefesiibstan/. weggeli,st hatte (Anhang Xr. 0!. 

I’roteolyse. Die abgetiilete Hefe Verteilten wir mit 10 1 Wasser unter Zusatz 
von Toluol und von 300 g kryst. Xatrinmaeetat auf zwei 1 -nlverflaschen und erwärmten 
rnit 100 g des ol,en erwähnten l-ankreas,,ra,,ar,.tes 5 Tage lang im Hrnt.sehrank auf 
b,s •, Xaeh <ler (,34] lissigeM.nbehan.IInng fan.len wir noch .Sf,, vom ursprimg- 
Iwl.en Invertin in der Hefe, am binde der Trypsineinwirknng .„kI, hS%, wahrend 
7 .. beim l•,lwelUabban in ihe I.osiing nbergegaiigeii waren. Der Troekenrückstand 
derselben (ohne Diastas.- und Xatrinin.nvfat) betrug ropig, enlspreeheiid 4i"„ von 
dem der Ins, heil Hefe, so dat! in, g.mzeii (17'',, der Iiihallsstoffe entleert w.iren (Anhang 


Die entleerte Ilele wurde in der Klarzeiitrifng.- von dem |)roteoIvtisehen Auszug 
wirdkT reimt tmd wiederholt K‘-'vaselieii. 

Im zweiten Wrsnehe wies di.. entl,.erte Hefe „oeh S^",, vom Invertin .l.'s Ans- * 
gangsinat.-nals auf. wahrend I,.•i,n baweitiabbau ansg.-treten war..,, Die trvp- 
lisehe b;ntl....n,„g .hr Hefe hatte ro.p.g Tr,Kk..nsubstanz luseitegt, ,1. i. 50",. von 

«lerjemgen . 1 er Hefe. w.,/n „.,eh .lie .l.-s Veifhissignngssaftes zu reehnen sind 

(Aiiliait^^ Nr, lo), 

Diastatiseh,. b-reilegnng. Zur .Vnfh'.srmg .Ds Inv.^rtins .li. nte .'in .liastatis.h..r 
Malzextrakt, .h.ii wir entspr..ehend .lein Verfahren, .bis S. b'i(.\NKKl. und M. II.VMiirK.;' 
mul b;. l'KZiiiu.tM- zur U..inigmig der Diastase aiigaben. zmia.hst von garfahig..,,, 
Zneker b..|i. iteii. Zn .h..s..|n Zw.-ek.. li.-th.ii wir . lie I,.isimg von 100 g Di.istasepraparat 
m I',. 1 Wasser mit s.ig Hierhele j Tage l,..i 10 bis r.- garen mul unter Zusatz v.m 
20 g gelallt.-ni Oal. iumearb.mat noeh . inen halben Tag bei 25 . 1 labei erlitt .las linzvm 
k..me sl.irk.. Absehw.iehung; .,.5 .em b..wirkte„ z. H. Ii.'i Zimmerte,,., a^ratur in 5 cem 
'VSliroz. Sl.,rk..l,is,mg Kolfarlmng in .) .Miimt..,. (gegenüber 7 Minuten vor .1er Garung). 
Xaeh Ihendiguiig . 1 ... Gürnng wur.l.. .li.. |..,sung .lureh liinengen im \ akuum v.m Al- 
kolml befr..|t. Mit .li.'ser Diastase versetzten wir die Su,s|,ensi,m (17 1) .k-r Heferüek- 
staii.le naeh .ler Trv],.sinbehan.lhmg un.l hielten unter haufig..m Schütteln und bei 
('..■genwart von [135] 'IV.lnol .lie Tem,Hratur (, Ta, ge auf 3.) . In .lieser Zeit versehwau.l 
d... Diastas... wahren.l erst 4.,->„ .ler erwarteten Invertinmenge gelöst waren. Darauf 
lugten wir em.' w.^itere Menge .ler Diastase hinzu, 40 g .les Präparates, .lie wir durch 
Dialyse statt .lureh \-ergarung v.m Imigemengtem Zucker Imfreit hatten. In zwei 
weiteren ragen stieg .las gelöste Invertin auf 34, in einem dritten Tag auf 57% .les 
naeh iler Pr.iteolyse rmeh v.irhan.lenen an. Ks zeigte sieh mm, daß auch .lie Hefe- 

‘ llot'm. Ik'itr. z. clu'in. riiy.süd. u. Palh. 8, 

^ HiiH’lu'tu. Zdtsdir. 44. [lou]. 
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fiH‘k>tiiiuk* kein Invertin iiielir enthielten. iLiß also il.i^ vtnhaiulene Inveitui i:.in/ 
in l.«V<ung gegangen war. So traten inanehnial mul nme:^elniaBi;4 w.iliieiul der lan,;e!t 
hanwirkun^ von rankreasenzym mul naeh der^elhen und hei iler heliandlnn^ mit 
l»ia.stase kleinere und gröiJere \'erlu^te an Inveitm ein, d.ie noeli nicht eiklait weiden 
kennen. 

In dein invertinhalti^en Aiis/u;^. der vnn dm Ih h Iuck^t.lnd< n .dililliieit war 
kennte inan keine Ihastase mehr nachwi iM-n. 1 >u- hw.u li'^e!l»i- I.e^unv;. 17' .1. 
enthielt ->I1^ TrtK'kensuh.stan/., ent''|'iechend o"» vem Tu)ekm-e\\icht d( r Intimi 
Hefe und A“”« ihrem Invertin Z.iV 5;.<> va-i nuhci lo; ven IiimIu i Ihle) l‘ei 
Invertinzeilwert des Auszugs, auf Troeki nsuhstan/. l)e/e^en, h< tiui; ‘;S 1 Anh.iiu; Ni v. 

Die Lösung enthielt nach dem scluau n und reichlichen Nu di-mchla.; mit lü lilmc, 
"cher I.ösun^ viel Ilefe^umini mul etwas ledu/ieieiiden Zucker. .\ndeiei<eits ;,;ah 
vje wedi-r mit h'erroeyankalium und hN''ie,''anie. nech mit lUeiacetat eine hallunv; 
und mit Millonschein Kea'^;ens nur st hwache Ketl.iihun'..:. 

In dem zweiten lleisjiiel brachte die achtt.e^iite l{in\\iikunv: der Diastase No".. dc> 
iukIi vorhandenen Invertins in la'Mine.. mul t'S"'« (d. i. l)( /ni;eii aul die ln'('h<‘ 

Hefe) waren im hiltrat von <len Hef^•u•'^t^•n nocli enthalten. Dm Au''/ue, entlii<lt 
l')0 i; Trockensulrstiinz und hatte, aul dicM- he/ovu n. den Zeitweit s.a (Aiihan;’ Ni 1 1). 

[136] II. Keinirtuir.; nacli dein A •' so r p 1 1 o n v e i j .1 ]i 1 e n. 

Die rnteisuclum^ hat eri;el)en^^ dall auf die neuen Inveitinlovunya n, die m iliiet 
Znsainmensetzunrt von den dnreh Autolyse i^ewomu-nen Hejeau'-/nvM n weM ntJu h .d» 
\Neichen, die vor kurzem hesehriehenen Metluxleii der Ad,soi]»tion mit Alnmminm 
h\dro\yd und mit Kaolin zur Steir;erun^ des Reinheit'-e,ra<li s anweiulh.ir 'and Aiu li 
liier ist die Annahme der hei Hildunr: und Zerle^'unv; der Adsorbate wiikeiideii Ko 
adsorlK'utien und K<H'luentien, womit sji h in der I Ahhandlum/, die \erwi( k' Iten 
und wider.spruchsvolhm \'erh.iltnisse hi-im Ivlnieieii des hmzyms i rklaien lielien. ni* lit 
zu entbehren. \\ ährend gewöhnlich die .\dsnr bat <* des Invertins in Alumininmh\'drox \ d 
mit sehr verdimntem Ammoniak leicht zerle^d werden und aul (liese Weise am li die 
Tr.ijiarate der neuen DarstelhmK mu h der ersten Adsorption ejatt in hieilieit setzt 
Werden, laßt sieh das durch wiederholte Adsi)rptionsvoni.ihnn-n pejeinie.te J japaiat 
aus dem Tonerdeadsorbat );ar nit ht nu lir (Innl» Aninioniak i-olieri 11 1',- fehlt abo 

jetzt an K(H*luentien, die im tjan;^ der Keinivnm;', al»^;elrmnt worden ind fdim 
ilire Mitwirkung seheint Ammoniak das Invertin ni« iit ans dem A^i oibate frei zn 
machen. l‘,ij;entümlich ist den mit Diastase (larK‘‘''teIlten Inv< Ttiiilosnm^'en ihr v'ioU r 
tmhalt an Hefe^mmmi. Daher ist hier «lie Metho<le der Tiennnnv', des Invertins vorn 
Hefcj^ummi durch Kaolinadsori>tion, zu der die erste Arlxil ^'elnhrl liat, be'<,n<l(i'- 
wichtig. Der Ilcfegummi, der \ki dieser Adsoridion in der Mutterlauge znrmkbleibt. 
wird gewöhnlicli mit einem Male abgetrennt, allerdings diesmal, wo s<ine Menge oj 
bedeutend ist, nur zum größten Teile, nicht vollständig. Daher ergibt si< )i für solc he 
Fälle die Notwendigkeit, die Adsorjdion mit Kaolin zn wiedi-rluzhn. 
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Vorn iiiiKun^ mit Kaolin. Dif Klärung mit Kaolin, die gewdlmlieh zur Knt- 
fernunK von KiweiLi angewandt wird, ist auch hier von Nut/A-n. Die Millonsche Reak- 
tion wird /.um V'erschwinden geluaeht und die [137] Xanthoproteinprolx* erscheint 
danach ah^escli wacht . Das Invertin wird in dem Kv^vlx-nen Reinheitsgrad mx'h nicht 
von Kaolin adsorbiert, weni^vtens aus rein wäüri^^'r bosnn;^; daher verlauft diese 
Vorbehandlung ohne Verlust. 

Das erste l’raparat, 17 1 (M Z.O. 52,3), wurde mit 1.7 Kaolin \’errührt und 
liber Xachl stehen ^elassjm. Der Zeitwert <ler l.osun^, auf Troc keii^eu icht bezoi!;en, 
verbesserte sich Von 7S auf 72. Das Kaolin blieb mih hi;^ verteilt und war st hwieritj 
filtrierbar; i.|l I'iltrat er^alx-n mxh .M.Z.O- |J,5. 

Adsorption mit Aluminiumhydroxyd. In der mit Kaolin ^ereiniKteii 
Kosun^ war das Invertin aul Zusatz von .jo"., Aceton noch ^enuj^end beständirj (wiihrend 
7 Stunden /,eiv;te eine Probe keine .Vbnahme), so daLl die A<lsorption unter ilen in der 
I. Abh,, C, II I anKt'K‘‘benen P»edin,v;unj;en aus^efuhrt werden koimte. Wir versetzten 
das I'iltrat vom Kaolin mit 5O 1 At'eton und behainiclten es mit Alumi/iium- 
hyilroxyd, d. i. •/■.- der zur vollständigen Ad.sorption notigen .Menge, J)as in der Zen 
triluge al)getrennte und einmal gewaschene Adsorbat wurde in 1 Wasser verteilt 
und durch Zusatz von 30 ccm iopn>z. Ammoniak zerlegt. l)ie hilution licterti- beim 

h. ineiigeii im Vakuum auf looccni tmd Pallen bei 0 mit dem gleichen VOlumen 
Aceton das Invt'itin in guter Ausbeute (.M Z.O. 2(). d. i. ()5“o von dem der geklarten 
Kdsung), aber in noch sehr verdimntem Zustand: 20. .| g vom Zeitwert i.p ein Pra- 
liarat, das zum grddten Teil atis llefegummi bi'stand. In ih r .Mutterlauge der Aceton- 
fallung waren nur 2. ; g Sul>stanz zuiuckgi blielnm. Hei V\ iiMlcrholung des Versuches 
konnte daher die Pallung mit Aceton unterbleiben; der Zeitwert des zweiten Prä- 
parates. 7, ;, ergab sich dann aus dem Trockengewicht einer Prol)e (Anhang Nr. I>). 

Adsorption mit Kaolin. Das Präparat vom Zeitwert 13. j()g, schlämmte 
mau mit i 1 W.i.sser unter Zu.satz von 20 ccm 2n-P)ssigsaure an und erzielte mit I5<>g 
Kaolin last vollständige Adsorption. Das Ad.sorbat wurde zur [ij8] Ziilegung in 

i. Nl V\ asser bis zur alkalischen Riaiktion mit 2n Soda versetzt, wovon i=iccm er- 
lorderlich waren. Nach dem Pänengen, der Dialyse, die mit einem V erlust von fast jo% 
vculief, und dem Abdunsten bestand die Ausbeute (M.Z.O. 13,1) in 0,(17 g Invertin 
vom Zeitweit 1.7 und (aus einer zweiten IdutionDväNg vtnu Zeitwert 2. «S (Anhang Nr. 7h 

Wiederholte Adsorption mit Aluminiumhydroxyd. Die Hauptmenge 
des Präparates (M.Z.tJ. 11,7) absorbierten wir erneut mit Tonerde, und zwar nun 
mit Rücksicht aul die gesteigerte Panpfindlichkeit des reineren Präparates aus aceton- 
freier bdsung. Diese nochmalige Adsorption erforderte 15,7 g Aluminiumhydroxyd, 
d. i. viel weniger, als beim ersten Male unter gleichen Hedingungeii notig gewesrai 
wäre, andererseits war das Adsorbat viel schwerer zerlegbar. Wir erzielten die I{lu- 
tion (M.Z.O. ().3) mit 1 proz, Diammonphosphat und gewannen nach dem Pänengen 
und dreitägiger Dialyse gegen fließendes destilliertes Wäisser 0,39t> g Invertin vom 
Zeitwert 1,43 (M.Z.lJ. 3.5) (Anhang Xr. N), 
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Iin zwfitiMi fifoi<U-rti'n au«; Kat>!iiia<lsoil».it .lii\a'itni 

v<*'n /A-itwcrt 2 ,\\ /ur w ictK-iholtcn ^nv;.iI nur ;.«j Ahniniuninhx diowai 

I>i> '^Irichtalls mit Aminonplu'Sphat mit l im r Au^lnaitr \ «>ii S rlmi-it»* rmi'atat 
vvso Zvitwcit i.o auf (Aiihan- Nr uV 

III. Zur lU* sc h r i' i 1* u u i; »ir" IiMciliii" 

1 )ic lu ucu luvcrtiiiprapai.itr "iml in \\'a-M i l» ulil un<l ...it i l,»-t t.nMi«' 

',,>>;ich uml liintcrla^stui nur eine Sjuii von unli-lkluan Kikk‘'tath] Ik i üoikiu in 
l-ihit/cn /.er^et/eii sie sieh unter '^vll\\al hem Authl.ilu u uiul v,i j inv:» i l'.nt w w klim.: 
\..ii iKkmpteii; IhÜ stärkerem l-ahit/eu ;^elH M di»- I ».mij-li- i itu- '■ein M hw.uhe, iiulit - 
viO'mle ryrri)lreaktion. I5eim l'>hit/.en iml Kalikm;^e lu.iuiun die hami‘lr '-oloit 
C'arA.mnapaj‘ier : dann \vird mKlimals hei vollio<-m Binkm lu ii /ni Si lmu l/e leu ldnli 
Aüun* tiiiak ent \\ iekelt 

( ng] 1 heM; I’raparate o<d)en nie lit die minde''t<* Ri uklion von IviweiÜ und seinen 
Ah)*ani'r()dukten. AUo die* Koai^ulieruni;'' und l'.illun:.;''pri>l)en und die Itiniel ''owie 
.i'.r MiHoiiMlie Reaktion sind völlig ne-^ati\-. hN Ideiht niu stet'^ eine an «lie N.inth«. 
]aott inpr<dM* erinnernde- Reaktion he-'^telu-n namlii li iM'im iMliit/e n mit Salpeti i 
tiiu- hleiht ehe la'^uii^ /.war ik^.in/ l.irhlo", sie- piht a))er dann heim Alkali-e lunaelu n 
.men lein ;;»-Ii)e n l-'arhton. 

Pie ein/iv^e \’e-runreini;L:un:4. die- «le-m mit Pia-^ta^- iM»]i»iten lii\eilin dnuli «lie 
.\d.snih.ite himlnre'li folgte und in de-n l'rapaiat<-n no« h nae l^'e-wie^t n weiden kann, 
e’ IIefe'^;ummi. Palu-r fallt die- Riohe- von Mni.ise ii po-itiv anv mit l-'ehhny,^ehei 
l.<‘Mm:; ent^te-lit ein we-ni-^ Niede-rMhla:^. heim Iuhit/«-n mit .:o].ro/ Sal/vanie wiid 
u <iu/iere-nde-r Zueke-r j^e-hilde-t , Allein ande-re-. si lmn in »le-r e r''ten Ahhaiidlnn;', he 
■. l:neh<-ne Praj-arate-, sind völlig frei von IIefe;;nmmi und von Re ntosm, nhejliaupt 
' "M Rolili h ydrat . 

Pie l''allunv;smitte‘l, mit denen di»- fiuhere-n Präparate /um P-il muh ''(liwatlie 
Audloekun^en geliefert hatte n. /. Ik di«- Rea^k-nln n für Alkaloi«!«- nml Rniine, ',;eh«'ii 
n.it der h^jtroz, I.oMini; k« ine Nie-der^« hke^;«-, aPo 'lannin, Rli«»- idmi woHiaiiisanie, 

' y.i« « ksidKTv hhirid, I 'ranylae e-tat , ammoniakali-'« he- Silherlo-'uni^ lil'ia<etat, '-«neu 
1' iS-'« la s Rleiae etat. 

Pie- e heinise he I'.iise-nait de-s l',n/.\'ms la-L. -'i* h ni« ht mit « inta« la n h< k.innt« ii 
Mitteln anfde-eke-n. 

h.ini^e Benierkun^^e-n ühe-r die- Zu-'arniia ii’-^-t/unv; «h-s Inve rtins se-irn mit «leiii h« 
soialeren \’eirlx-hall angeführt, elai’ sie nur «li«- Rraparat«- keim/e-i« Ina n, «h r< n R< ini/jm;'; 
nicht Ix-ende-t ist. 

Pas Inve rtin, wie cs hisher e-rlialtcn wurel«-, liinte rl il*t he *li-nte-nden ( »Inhna k- taiid 
ha iM tra^t /. H. und iJ.eP’-. he i e!« ii ne ne-n Präparaten v«jn den Z< itw« rt< !i i ,o 
■ai'l 1.4. wahrend «lie in der I. Ahliandlun;; he-s( hiie h« )i« M Piajearat«- v«»n «i« ?i Z«-it- 
we-rlcn «),73 und o,«Sfj sf)gar 44, S und 2i,h"o Ase he- li«-fe-it«-n. Imh s-.< n ra-lanz [M^l 

aus den durch Autolysc dtirgcstclllen Ile-lVaus/u'^e-n elnrdi «lie- iejin rde- uiul 
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Kaoliiiadsorhak* auch aschearmere Präparate zu gewinnen, z. li. eines vom Zeit- 
wert 1,0 mit 'j% (jlührückstand. 

l)as letztere enthalt 5,2% Stickstoff. J)as neue Präparat vom Zeitwert 1,4, 
(las noch hefe^iimmihalti^ ist, enthält nur 4,0% X und, auf aschefreie Substanz bc*- 
reclmet, 41,7 c und 7,1 H, während das durch den Zeitwert i.o gekennzeichnete 
ähnliche Präparat 44,4 C aufweist. 

I)ie hdementaranalyse unserer Iwsten früheren Praj^arate, auf a.schefreie Substanz 
lierechnet, ergibt folgende Werte, die an die Zusammensetzung der Polyosen merk- 
würdig erinnern; 

Pra])arat vom Zeitwert .... 0.74 C 44,5. H 0,4 

o,S6 116,4. 

Alle diese Prai)arate weist n Pliosphor in organischer, gegen Salpeterschwefel- 
saure recht widerstandsfähiger Bindung auf; es sollen atnr erst in einer folgenden 
Mitteilung über den Phosphor iin Invertin nach weiterer Steigerung des ReiFiheits- 
grades (juantitative .\ngaben initgel<‘iU werden. Indessen finden wir diese Frage, 
no('h c-lie wir unsere .\rbeit zum Druck abgeschickt, schon in einer neuen rntersuchung 
von II. V. Fi’I4;k und O. Sv.KxnKkc»' behandelt. Der Phosphorgehalt gereinigter 
Sacc'haraselosungen erweist sich nach v. hh’i.i-K und <). Sv.\Nm;K('. in zwei Beispielen 
l)einahc propoitional der Inveisionsfähigkeit . In dialysierten Präparaten, die noch 
llefcgummi t'utsprechend einer lle.vosenausbeute von <)i% enthalten, werden o,it* 
bis o.i«)"« P (nel)eii 1,5s und 1.27".. X) ermittelt, was einem Phos})horgehalt von 
1,0 bis 1,2".» (nel)en <).<) l>is 7,<)'‘o N) in hefegummifreien Präparaten entspricht. Diesen 
Pliosphorgehalt des Invertins fidireii v. Fn.KK und Sv.wni'.KG auf Nucleinsäure- 
grupjH'ii zuriu'k. 

' /«'il.selir. t, plivsinl, Chi’lll. II2, .sS,: 
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47. BEMERKUNGEN ÜBER DIE ELUTION VON SACCHARASE UND 
MALTASE AUS IHREN ADSORBATEN. 

Voll Richard Willstatter »ihI Richard Kuhn. 

(Mitli ilnnv; .iu> «Inn L In mum Im ii l,;il)nr;itotium <l*i lu ii .Vk.iilt imr <lir WUm tis» iiallrii in 

.Mun« in 11 ) 

(Mit I AhhiMuiiu iiii It \t ; 

(|)rf l<r<l.»kti<iii .tiii i, Juni l■/•( ) 

Iti filier Abliaiiilhiii^ von K. \\'n.i.sT.\TTi;i< iiml 1 '. K.wkk ,.Ziir Kenntnis des 
Inveitins", die iin lletlist vorigen Jalires in dini Annalen der Chemie /.um I)ruek 
;;t‘^H'l)en wurde, heliamk-lt ein Kapitt-l ,,l)ie Ad.^^orption <les Inveitins und ilir l-.lntion 
ans den Adsorbaten“. Parin wurde aiieli der l'anUnLi untersui ht, den die lU-^leitstot'fe 
aut <las W'ilialten des Ibi/yms austiben. Ivs zeigte sieh, daLl die Adsorbierl)arkfit 
des Inveitins von seinem Keinluats^rade abhanui;.^ ist. W ahrend iiaeh I.. Mien.\i;i.is' 
Invertin nur von eli'ktropositiveii Mitteln adsorbiert wird, Kvlini^t es, mit Tonerde 
gereinigtes Invertin mit elektrone^ativeii Mitteln wie Kaolin i^latt zu adsorbieren. 
Noih mehr als das Adsorptionsverhalten wird aber die Beständigkeit der Adsorbate 
dnreh die Be^leitstofte bestimmt. Pieser banflnÜ maeht sieh bei dem für ])ra])aiative 
Anwendung wichtigen \ ersuehe j^eltend. «lie Adsorptionsveibindun^eii iles Ibizyms 
zn zerleL;en. Manehe Ailsorbate enthalten Begleit siofte, diireh deren Beseitigung 
erst die Blution des In\ertins ermö^lieht wird, amlere enthalten Be^leitt-r. deren 
Beseitigung die Blution von Invertin verhindert. Pein AiPorbate können also Stoffe 
entzoi;en wenlen. die lieim bdnieieii niitwirken. oder es [54] kann zusammen mit dem 
Inx'ertin Stoffe enthalten, die dieses lest an das Adsorl>ens luiuKm. 

In jener t 'nteisuehuni; wurden zur Bberwinduni; der kleinen Aftinitatsbetraj^e, 
die in «len Atlsorbaten wirken, einfaehe elieinische Mittel ani;ewandt. naiulieh sehr 
verdünnte Alkalien. Amiuoniak von o.oi bis o.i“« oder sekumlares Alkaliphosphat. 
Aueh fanden W’ii.i.ST.VTTKK und K.vcki:, daÜ Rohrzucker ziisaiunien mit Mononatriuin- 
phos[)hat das Invertin (juantitativ aus dein Adsorbate eluiert. 

Pie eluierendeW'irkun^ des Rohrzuckers, und zwardes.'^ellx'n allein, war schon zuvor 
von (b MKYKKHor’) entdeckt worden, dem es gelungen war, vom Invertin, das mit 

' HÜK'heiu. As. IWl. ;. S. .jSS (haVoS|. 

') rHiij^ers Areli. lUl. 157. S. .yu poi.il, und zwar S .';i. 
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l*iinirkun;^cii »ibcr Au \i-!i 

l'i^ciiliyilroxyd w.n, l»iv /u du i iiut jpn*/ Kohi/.iii kri!»>^uii'4 

jn Hi‘ol.KK'htiin,j; \^>^\ Mr.NiKiini wndi m viii<i \ oi kni/iui ii''«. luriirni n 

\V»lKUidlun^ V'>n L. Michai.I.is- rimti-rt und in liiuin l ,l lu i du* AMo^uiii; 

idsorbu'rti-r InvcitaM*" loit: 4 «.‘tühit . Iki wii nu An^^lilud an du* Ailuii vmi W ii i 
- '■ \rn- K uiul KacKK Wt^ucIu* in ; 4 U ii }u i Rit htun.; \ »uw u vu lul /u juapai ali\a n Zwn km 
-litonuuniiRii liatti‘ 11 . Vu-raidalU uii" dii* \\*n«INnllu'lmn-.: \ mu 1. Mkh\ii 1 '>, I'J 
in/vndi> aU" uiiMTiU lU-ohaJitinui-n nut/.n!« iKn /iinial du-t in inaiuluii rnnklm 
/•I diui HckannlK^Avoidc-iK ii in Widi i-pnu li -tv lu n (k wi-^r W id« i -iniu lu .hnltm 
nt In-mlu n, daü aiuli du-^r l'dntinnM t-nlu-inniuu n \on *K t Nntin d- i Ad-inkat»-. 
ihimi (k-lialt an Ik;^K*it>tMtt\'n. wiM iitluli al>]ian;:in "iiul Am >!( in nl» u la u 
i '.rnnd waim annh von nii^nrm ri);i iu*n lU olmi lit nii;;« n nl-n l•'.lnt unim < innu* nulit 
■, |.t>Mlu/iril»ai. 

ln dir anvituliitm Aldiandlniun iiat I. Mkhmi.i*^ m <in.ditali\m \iimu1uu 
,.| nntt. wiKlu* /aukt i nltvilianpt iiu-'taiulv ''ind, Invritin \oni 1 *‘.im iili\ d]o\\ d al* 
Waliund inuli J< » vt nndiiun l’ainMiknn.* kmu* AMmviiip.- diioli «'.Iiuom', 
l'rn- t"M-, MannoM-, I,ai t*''i*, mul Met li\ luliu n-ul mi;;«'lirim uai /« iiac mi Ii 
AM'''' nn.; dui<li Sai\ liaio'>r, l\.iltini'''i* niui {5.S] IkiiaU' tt>I;a it M u iiAiJ.i,'', 

dad du-i r \ ni-an;j, nii lit^ /.n tun hat mit di i -pr/itm lu n l'n iiu iit w ii knnn,'‘ 

Aiu li wir liiuh-n iin W ilialtm d» i l{n/\ ma' koi)>atr *.:< na n du* /nu ln i ln iiir Rrja’l 
tl'i'nki it und koiinm kmu* lu*''nnd<*u lh /ii*]mn;n /uu ilirn d« n l*,n/\nu n mul iliicii 
"^nh-tiatrii uikmiu-n 1 'mi W-ilialtm dm ad'^ntltu-itm yaM liaia c ;n d' H >aM liaios«* 

> !it;n '.^mu^i-vrt/t i^t da^ \'rrlialt«*n dnr Malta'-r Aim 'Iduu id« a<k<nl»ali ii \'< iiium iitun 
'Air 'i'* dnii li Maltose aiu li ni» lit sj,tnrn\\» ise /u rlnu i» n !)a;:(*n< n ■/.mn. i< h' i ;d' u li 
’< iti'^i-r ( h-^i-nw alt \n»n l’lio''|iliat u ii lilu )i m In'^-nn^a 

h'anm hedmtmuien rntm''iliied ;nilil » ^ na« h mi''«'i< ii R« '-t niimmunn ii an« li lt« i 
Im. ( itina<ls<.rl)at<*n /\vi^i lu*n d«*r W'iiknni: d« r /nu k« i mul «1« i Koiiilmiat ioii \i>n 
/•uk«r Rnfli-r Wahiriul Rolir/iukm laiunsini mul nnvolh-taiulun. «Inuit, und «hu« 
Iir.a’itin ans «luin 'ronui«h ads«»rhat «Inr« h K«ihi/n«k' i i lt*pi«i/. Ininin*/) /n amnu'ii 
mit Mnnonatiin!nph«>''])hat 1 1 pro/a ntun, ■n,< lo''t j in « nii»;« n Minnt« n (jnanlilaii\ « Ini« it . 
h.h« hmi wiikt «h-r Zn^at/. uiiu-r Plu'-'i'haliniM Imn*.; von '/■ 'Anhn iid all« nlni}’*- 

■ d vuu'in ;t4«*rin^uicn Zn>at/. di«*'«*^ l’nltum nur t« iKsci « ■•• II« lan*'!«*-« n t.ittliiuh't. 
h.-' liaiuh-lt si( li \ve«ler niii «ii«' Inr «lu- Inv<*i1 inunkmi^: tijannah \\ ;r ■« i -tfillifMu n 
N->n/« ntration. die dnruh «h-n l’nfh r « in^« M« llt v.inl, n«*« h muh mii « ni«* -ja /ilunlu' 
‘’'iu»'jkatuirkunv;. Das Mononatrinjnpho^'pliat Ü'-d i«)! ohn<* An«!< im)p d« n hJfuktus 
'dirt h Citratpuffur von />,, ^.5 uim t/n'n. Imun« ;^«‘n ni« ht «Im« h P.^-'i^’nnii«' o«l« i 

A« etatjaitfer von />,, .^, 5 . I)nr« h <lius«'n Zimat/ wir«! •'O'^ai «li«* « lm«n n«l«' Wiikmu^’, 

«It ni Kohrzuckur allein ei.i;en i^t, ;.;anzli«’li o«l' r /mn ^'i«ill« n It il aiif^u holu n 
AuLk-r mit den in ].»ra])arativein MaLktab v«)n \\ a 1 J i.h mul Rac.ki. miv'a ■ 
^'aiulten M-kundaren Alkaliidio^^jiliaU n beoba<,lit«*n wir an« h mit jnimai« ni lMi«»spliat 
h.lntionswirkunj^, al)er weit seliw at lu ru. Zu'^alz v(»n Kohr/nuk« r o<h r an«]< r« n Zn< kern 
bioiluni. Zs Ikl. i;; S. jr-, 
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in ^(•rin[;er Konxentralion vfniia*^; diese Wirkung nicht zu hlcigcrn. Dagegen kam 
cs leider nicht regehnäßig vor, daß von Glycerin, und zwar schon in äußerst 
geringer Konzentration, z. R. lo '%, die Hliitionswirkung des ])rimären Phosphates 
bedeuteml gesteigert wurde. 

[56] Wie K(jhrzucker in gr()ßer Konzentration zusaininen mit l’hosj)hat die Adsorbate 
vollständig zerh-gt, so wird durcli Mononatiiunij)hospliat zusammen mit viel Maltose 
das Invertin ebenfalls reichlich eluiert. Aber konzentrierte Maltoselösung allein eluiert 
aus unseren 'ronerdi-adsorbaten das Invertin gar nicht. Dieses Hrgebnis laßt die 
Wirkung des Rohrzuckers d»><h etwas sjKzifi^cher erHheinen als die Beobachtung 
von L, Mk'IIAKMS', daß Maltose wi<- Saccharo'^e die Ablo'-ung des Invertins herbei- 
fidire. 

Der Widerspruch dürfte ähnlich zu erkläri-n sein wie die Abweichungen, die wir 
im Verhalten anderer Adsor})ate famlen. Invertinhaltige Bleiacctatfidlungen. die 
einen Tiil des h'nzyms an verdiinntes Ammoniak al)gaben, erwiesen sich in \'ersuchcn, 
<lie h'raulein J. (iKASi-.k ausführte. als gänzlich unzerlegbar >owr)hl durch Rohrzucker 
allein als auch durch Rohrzucker : Phos])hat. Andererseits ließ sich ein Tonerde- 
adsorbat, das keine Sj)ur der weitgeluaid gereinigten Saccharase an NID abgab, durch 
Rohrzucker | Phosphat ebenso (juantitativ eluiereii wie ein durch NID leicht zerleg- 
bares aus Rohinvertin. 

hN scheint, daß <lun'h den Danfluß der in den Adsorbaten vorkommenden ver- 
schiedenartigen Begleit stoff(‘ das lUutionsverhalten noch ver-^chleiert und daß da^ 
Verhalten der Adsorbate auch gegen die Zucker von ihnin Reinheit>grade beein- 
flußt wird. 

Experimenteller Teil. 

Verb alten der 1 11 vert inadsorbate gegen Rohrzucker Pln^sphat. 

Die verwendete Saccharaselösung war aus i Teil untergäriger Bierhefe der TaAveii- 
brauerei in München j j Teilen W’asser durch rasche Autolyse unter Toluolzusatz 
gewonnen und mit 10% Kaolin geklärt. Die Bestimmung ihrer enzymatischen Wirk- 
samkeit gemessen unter den durch II. V. Ki'i.KR* vorgeschlagenen Bedingungen 
ergab, daß j.5 ccm in J5 ccm Bestiinmungsl(>sung (i()% Rohrzucker. [57] 1 % NalDPO;, 
15,5' ) die Nanhandene Zuckermenge in 75.5 Minuten bis zur Xulldrehung zu invertieren 
vermochten. Wir beobachteten nändich l)ei zwei Prolxui, die nach 35 und 55 Minuten 
mit -n-S(Hla gostop])t wurden, im gdni-Kohr eine Drehungsabnahine von 

10,50 bzw. entsprechend 45 und t>4% Spaltung. Nach der von C. ( t’St'i.uvAN 

und D. W. ToMl■S()^’') für den zeitlichen Verlauf der v'^accharasewirkung angegelx*nen 
Kurve lierechnet sich daraus die für einen Umsatz von 75.75®« nötige Zeit zu 75,5 
und 75,5 Minuten. 1 Teil einer Sus]H'nsion von Aluminiumhydroxyd (Trtxkengewicht 
von IO ccm, auf dem Wasserbad bestimmt 0.4225 g) genügte, um fast das gesamte 

’ UÜK'lu'in. Zs. Inl. 115. S. :(h) jio'i). und /war S. 

* Dk'.sc Zs. lUl. (xj, S. 0x1 [ujio); Bd. 7?. S. 530 (loilj; Bd. 107. S. .'7; (loto). 

') Journ. Cheni. Sk*. Bd. S. S34 und /.war S. S44. 



ulnr ilio l'.hilion \«’n S. 4 nliai.i''C iiu<l iliit i: VtUoil'.ilt m h.ij 

luuym aulVinkhmm. WV^on di i i;onnv;ru ii Ilaltl>.iikrit 

ili-s Invertins im Adsorbat wnidcii nur dit‘ tur diu W rsiuhu von i bis i 'ra;^un juwuils 
nt>ti^on MefJgon der l\)iurdead>orbate nach ilieiinalij^ein ^oo^ialtimii \\’a'«elu*n etwa 
auf da< Volumen des ur^pnun^iehen l‘.\traktis .:ebiaeht. 

Bei der Bestimimin;^ eines soleheii Adsorbates unter den eben an^;etulnteii Be- 
dingungen lKM)baehteten WiM.sTATTKk und R WKid die Ai»koun- diS ^esaiuti ii In- 
\ertin'' .Wahrend es aus »lei Ileli/elle vom Rohi/iukei nulrt heiause.elo-t wird, 
eluiert der Zucker der Bestiminun^sk,«smiv; das l\n/\m »juantitati\ aus tU in Ailsuil>at ' 
Wir können diese Au^alk- durchaus l)estativ:vn 

loecm Adsorbat in loo ccm bewirkten in 4 ps Minuten io,-:o I )i« huu:.;sal»iiahiue 
entsj)rechend Spaltun»; uiiil einer Nulldielmny’s/eit von 07 Minuten ln der 

ubri'^eii. sotnit nacli Ibit nähme der ersten 1‘iobe al)/.entrit\r:.n» itt‘n klaren Ih stimiuunv^s- 
losun^. die in den 'rht iiiiostateir /uruek.uvstellt wtrtdi-, sank die Irrehuue, wi iter. Nav h 
und 77.3 Minuten vom Beginn dt s W rsrrelu s an 1 « oi)aehteten wir nämlich 1 )rehuny;s- 
abnahmen v<m i.t.7~ b/.w . , woraus sirh als Nulldre]nrn:.;s/.riten «>7 und 97.3 Mm 

berechnen. ..iKis l*ai/ym war mirnh steus am Ibide des ersten Zeilabsehriittes »pr.iir* 
trtativ frei in latsun.;.“ Pas Aus-^chlavv^ebertde hi« tbei ist ih Ih ii der { 38] Kon/.eii- 
tiatioir des Rohr/.uckers d< i l*hovp}iat;^« lialt d« r B« sriinnmm^sh.smii-. und <h 1 Z‘‘i1 - 
punkt «h's Zi‘rrtrifur;ier«‘ns Ihr Wtsmh y;«lin:^t ur ‘j^leicher Wiise mit an 

^ti lK* des Na-Sal/.es, und et i^t ni« hl etwa an «lie iui di»' Inv« it inw irkmn'. optimale 
W’assristoflionenkon/.ent lation ^« burnh’n. 

JO Clin .Vds«)rbat > Jo ( Cin ' ^-Na Hl’n, • iok hi b • lOp Kohr 

/uek«T auf 100. In JJ,3 Minuten b.jj 1 )ia-hnnusabnahnie jb.b".. Spalt unc, Im 
/* ntrifujat nach ;7 und 5 > Minuten und iJ.<to 1 )rehnn:^sabnalime i iitspii « heiid 
'>'^■7 und 3I.V<i Spaltun;j. Nulldreimn^s/,eil für di«- Idntion 97 b/.w. 97.5 .Miimt» n 
. e^eimlH r 96,5 Minuten für «las ur>prun;;li< he K« aktions^emiseh') 

Piei eim r .55111.1! ^eiin;.;eren Kon/a-ntration «les Rhospli.it pnlfers war bei < irn iii 
^l>altnn;js^rad v«)n untief, ilir .tJ, 5 "-. nur ' ^ der vorhandenen Sa«( liarase in laouii;', 
- e.m Adsorbat ; I .ein Na Ilfn» 1 .«in m V Köln /ijek. 1 

- n ! o In Miinilen ao ; Spalt nn-p.' : in der i Mniut« 11 daraul ab/entnln.M' 1 1 < u /u. k« 1 Iomiii)' 

' Mniu’on naeh N'crsin h.sb. ■^nnn }i, • Spaltniii' 

I'dieiiso unvollslandi:^ bleibt di*- W irkmi-j de^ Kohi/.u< k«'t - wenn man \ on einem 
Rrilbr/.usutz ^anz absieht. 

Naeli i! ; MinuU rr ~ I )i< linn^sabnaliine 1 , ■, S'paltun^.' .t , Minuln» natli \ ir anh 
tx-ini^ sii- in der ? Minnteii na. h der 'taen I’jol». . ntn.diine .d./< nl njn;,M' rt. ii I/ouiie 
* i l!; i%l. Hier iHfand si. h nur der funUe jeil .|. , 1 ii/yiu in bo-iniy 

Pii- eluti<>nsfordern<U‘ W’irknii'j flt r l'hosj>li.at« Inni« ii wir 1 h 1 Lrt ratjM mis« lieii 
''ieder. Auch hier wurde bei ^enu;j<-ndem Zusat/. diest-s Pnfjirs, der eine Wasser 
'^tottionenkon/.entration \ on etwa b, »-io er/ernd«-. dur« )i den Koliizuiker dem 

Al(OIIp (lit- ('.esamtnieiiije der SaecharaM* entrissen 

Iaet)iy'> Ann. der Chein. im*I)ruek (I, Abh Al.s<lin !'• III <) 
b Nach b. Michaki.iS und H. J )Avn>s<»nN, lÜM In-rn, Zs. lid ^ l;.yiij iddreKrnitik 
der en/.ymati.s<-hen Rohr/.iukerspaltnnj' vorn /’ji utrabliänvdy' 



U. U’irxsTATTKR iiml R. Ki’HN’: 


()]() 

I'ufft r: J 1 « rill II Na Citrat < o i n-IICi aiil lo«». In Mimitni > < ; i )rilmnj's* 
aliiiahiiH' Spallim)4). Ini /« ntnlu^at luu h mul ■<'> Mimilcn i i .oj iiml 14 1 ( i; ; l*z\v, 

NiilMrrlmn^'./a itm 118, 121 uiul 120 MitiuU-n. 

(59I Mit Kmal wnii^rr I’iiftcr auf «IumUh- Mt-n^f Aluniimmnhydrovytl - fanden wir 

In i 4!;iiro/, rnisat/. der v<<rl»andenen Kohr/.uekennen^e nur ' , dea Invertin^ in Iar>un4;. Nach 
Minuten i", v Itrelmn^sahnalinie ( ji j"o). Zeit l»is zur Nulldrehun^ \2 Minuten. Tür ili<- 
;d>/.entrifu^iirte Itestiniinun^^lftsunj» l/ereclmet sich au^ dm nach aa ; uml ^ Minuten !k- 
oharhteten I irehuii^isahnahiuen vmi und m und Sjialtunji) eine Null- 

dreliun)^s/.cit von i;{ Minuten. l)« r \ er^lei< h dirst-r Wrrl*- du- d» 11 wirkviinm l-,n/ynmienj::m 
uiii).;ckclirt pr<)|>ortional '.ind er^ihl eiiu- .\l»l«»sun;^ von j ; 

l)t‘!i PlioNphiit- und Citrati^cinischcu sclu-int eine spezifische Aul'^abe iin Idutioiis- 
niecliaiiismus znzukniiiinen I,adt man nainliih die inv a rtinlialti^i- lonerde hei lie;;en 
wart eines Ata-talpufters oder von v«-rdnnn1t-r l^'^si^^anre allein auf den Rohrzucker 
einw'irken, so ^^eht iiherhanjit kein 1‘hizyin in Lösun;^. 

a) lo < < III ,\ 1 (( )1 1 ),-.\dsorl»at ,iciii " ./ Ivs>i4's.iuri- ; ccm " , Natrium. icetat |0 ^ 
Kohr/.ueker aut k«' Na< Ii 11 ^ Mmut< n .s i; 1 )r< hun4;sal)nalmu- (a "- Spaltung), /ait l>i> zur 
NulltlrehuiiK i.’c^ Miimtm ln dir kl.irm ahzentritu^ju rtm Zu« kerlosun^ l-«t!Uj.i die Drehung 
na«h weiteon 41 und ;\ Mmultn ; l*z\\. 7 ii . 

1 )) joiiiii Adsorhat ;««iu" INsi^saiir«- Rohr/uik«r .lut i««'. N.uli } "S Minuliu 

^^os I )rehun^:sahn.'ilimc ciitsprc« fieiul i-inem I ‘iiisatz voll m Im Zi ntriiu^j.it «l.is zur \«'llij.:en 

Klärung unter Zusatz \'oii )4.tn/ u«nij; Kics«l^ur ah^e.saujj^t uir'hn iimlU« w.ir ' 11. uh o; mul 
i .'na; Miimlcii v«im lle^inn «Ics \'«rsiuhs an o.«;.* hzw. o'O 

Zum \'cr4;lei( h wuialc «las Adsorh.d in ühliilur \Vei.M- unti r riio^jihatzus.ilz lu■^tmlmt. 

N.u'h Minuten 14,7; I in hunKsalmahim- (vC‘.. I ly<lr«)lyM-) Im Zeiilntu^.it, «las mm i lM iifalh 
mit Kii'selmir ahj^esauv;! wurde, war kein Rnzymverlust zu lu im rkcn. N.u li weilv ieii ' ; Minuten 

w.ir nändich dii- 1 )rchun4; aut ^ > p simkeii. 1 Me Nulldia lumi^ w.ir«- n.u h 105,5 l'zw 106 Mmuti n 

ciriieht wonlen. Obwohl " „«.-Ivssi^saun- hci C.emn\\.ut v..n Alummmmhv«lro.\y«l «hr In- 
vertinwirkun^ ein wellig ^iinstim r ist als 1 pnmiires rh«>sph.it hat ^u li d« 1 rnisatz .lussehhcL'li* h 
im Niederschlag vollzoj^en'. 

[60] iMe Aktivilhl des an die Tonerde );idmndenen hinzynis ist also von der duri h 
das Substrat bewirkten Aliliisunit unablianitiK Daher laLU die Abtrennung des Alu- 
ininiuinhydroxyds bei mittleren Spalt uni;si;raden nicht i rkmmeii, ob die Saccharase 
im l''xperiim'nt von \\'ii,r.sT.\TTi-:K und K.wki-: schon von Anlan;^ .m m Gelostem Zu- 
stand wirkte. Das ist nun keineswegs der Fall. 

a) JO ccm Adsorbat in 100 ccm Hestimmun'jslosuny : nach 7N Minuten Di.JJ 
Drehun);sabnahme entsjuechend t)().5proz. llydroh .se. D.ilu^r Nulldrtdumij nach 
()j Minuten. 

b) Im l’arallclversuch w urde dir* Hestiinmun^sldsunc iniuThalb der ersten 5 Minuten 
\(>n der Tonerde getrennt. Die NulldrehuuK^^zeit von iJn Minuten, die sich aus der 
nach 77,3 Minuten beobachteten Drehun^sabnahme von iJ.oS berechnet, zeii;t. daLl 
noch über ;o% des Fhizyms iin Al((MI)-, zurückgeblieben waren. Die Klution der 
Saccharase aus dem Tonerdead.sorbat durch Rohrzucker Phosphat ist demnach ein 
Zeitphanomen. wie es MiciiAKi.iS inzwischen für die Ablösung dieses Ferments von 
Fc(()Il); durch Rohrzucker allein ^ezei^t hat. 

' hau .\ 1 ( 0 ! Di Adsorbat anderer ParslelUmj,' ^ah hei itcj.;enwarl von viel .\celatpuft« r 
(10 ccm , lvs.sig.säure ; 01 g Natriumacetal auf i«"*) i.| «ler Sicchara>e .ui loproz. Kohr- 
/aickerlösuiyc ah. 

Nach 4«> Minuten vu Urehungsalmalnne (::"o Pms^itz) Nulldrelumcszeit 1 oj Minuten 
ln «ler ahzentritU).;icrt«'n Zuckerlosung iH'ohachteleii wir nach ay.' mul 70,5 Minutin (\o; uiul 
(>,71 Drehungsahnahmc (llytlrolysengra«! .'(v«> hzw. .'S7%). NulKlrehungszeit i«*.''; Minuten. 



Ik nurkiuii^t n ul'tr «lic I Julh-ii v.'M Ni<> m.w.im- nii.i .niN ihrni Vdvif ii r. ;i 


\ c r li ;i 1 1 c II d r I A d *' • 1 1 ]) a 1 »; o ^ i* ii .1 ii d c i »■ Z lu k c i . 
l'in die in liivritiinikiim n .mch iiiitir andru ii lU-dini;nni> n 

rrniittcln sowie die Wirkun;^ aiuleiei KnliK hvviiatr \eitnl-^in /u knniieu. 

wenden vsir sie in so ^^erinuer Kon/entiati»»ii .tn. «iaÜ dne ('.< .;en\\ ai t in dei /in lU- 
stininnnn; entnonmieiien Probe der l-dution wi.U i duuli l-i-ondielnin- inu h dineli 
IIennnun^‘ der Invertinu irkuii^; all/.u<e)n lU i -i«>LU un Kon/i iitiatinm n drs 

Hlution''inittels analvsieren wir die iiu kvtandi; 4 i- 'rnnmli /ni e.e;.a u'^etliea n Kon 
trolle der Udden Metlnulell flduen wil die leilwei-i- /elle;.:,uim i nu " Aiboibate- .Um h 
{.liinares Pho>i'liat un>l Rolir/.uekei in m Iii v;. iin-ei Kon/.rnliati.ui an Na. h 5' ■ 
vttnidi:4er lUnwirkiin;^: bei ivs bniden wir •U'' Inxiilin^ in l,<»''nne, nn.l ;r 

ini AliOHb. 

i,,eem A.Ual'at: in j ; Mnuit.n 1 »i. hune-.il'n.tlnin Sj.,.Uui 4 : Nnli.li. InrnK 

n.t. h Mniut. n 

.vm A.ls^.rlnt ^ ’ |6l] .. . .s . . m I luti-Mi 1. 

-.Miktoi ni i<'a Minut.n ; i: 1 >r. lmnea'-'*'n-ilnnr ( i ; j.n ./ ) NulMo Inine n.i. h i ; ' Mi 

nur. 11 *') Na. li diin t. ihv. i'. ii lait/u^ «l. t S.ie. li.n.iv» 1.. unkt»- das ''aint. s.»iy:lalt i^' l’a li' ". 
\Iuimmuinliv.lr<.\v.i in : ' : Mninl. n I 1 ' 1 »i. hunvs.tl.n.ilnn. • . Sj'all uin.: NnlMt. liun)-s 

it ; /> ; Mmut. M 

ipro/. KatfiMoM-l..snn- liatt<- naeli H*stnn.li:^er !• inw nkini;.; an! iniM-i A.Uoibal 
krine SaeeliaraM- a)n;el..vt I >ie der Idntimi eiitn.nnnu in- Probe hatte bei voll 
'tandi'^er Alib.^inii^ die Hestinnnunu^d‘»^''iskeit in Mnniten In /nt Nnlldn hnn;’, 
nivertieit. Die Aiitain^sdielnnij. v.ni ; NNat nid«- na« h iS.. Mninleii ikhIi nnv« i 
.liniert AutfallenderweiM- liesiLl an. li eine i\nn/. K.dii/n( k« il.onn;: k« in Idntion^ 

\ ' nno^eii. 

.In.viii .VlHiib.it ■ I U Kulit/iuk>'i .11.1 IbiuvitkunuMlHK i iS Sliiii<lrn 

j.Mrni l'illrat auf l(«> N-idi 5.S Mimit. u \ 07,5.; imd iiadi .f.( Sliiipl' ii ' i/.IS 

l'b i-t 'lall andi liier w.ilileiiil bei Kolii/ii. laisi.alliiiip ein Teil bei 

.'aiUiara-e in I.i.-inii; w-.r, lim er<t iiaeli vulleinletei IImIihIvm- in- .\lininiiiiniilivilin\i.l 
/«niekziifalleii. Wir lainleii iiaiiili. li bei iM iti;elieniler Iiivu-ion il< i He-tniiniinn; 
l'i'inii; ( =i..:i) v;e;.;eiiiitK r .lein l•;n.^^. Il .v''ä I ■>' ' i;eua.,, Iiein 11 ■|.iiiei.l.- 

des Invertin". 

N.t li Miimtt ii ; n I m linn;.:s.d.n.ihiin s>|.,dtun^' NniMn hnn;' /< it r Mi 

ea-.r. n ^eK.-rruU r o/ Mmut« n nn .ii. s. llH- M« n^» «1'- nr i.nnndi« hm Ad^nlMi« ■ 

I-ine eluierende Wirkung anden r Zn« k« iait« ii, «li«- wn ni -tiao/ laonin' ani !«■ 
*^"e«.in unseres Aliitnininnia«b<'rbate." ini loo . < in-Koll»< ii < n)\Mrk< n li« i.< n. w.n 
von einer nnbedc-uteiiden Ablosrni'^ «Inrdi (dn«<.si‘ ab^'« ‘ah« n nnlit hst t.llb.ii. 




f) WlIXSTATTHK UImI K. Kl HN: 

[62] Selbst eine ibproz. bösun^ von Maltose-hydrat hatte iiaeh 7 Stunden keine 
Saceliarase ab^elöst . 

20 cein Adsorbat 1 ib ^ Maltos<*liydrat auf 100. 25 et ni Zentrifu^at auf I(X> ecin 
liestiiiirmingslösuii^. Anfan^sdrehun^ -^4,40 ', nach 3 Stunden 24.3b' und nach 
jH Stunden ebenfalls 24,3b 

Verhalten von M alt aseadsorbal vn i^v^vn Maltose. 

Diese Heobaehtun^ veranlaüte uns, das Verhalten von invertiidialti^eii Malta.se- 
adsorbaten Mal/.zuekerlbsunj^en /m verfol^^eii, da ein der Saceliarase analoges 

V'erhalten dm Maltase eine 1 ‘raktionierun^ der beiden Hefenenzynie erlaubt hatte, 
itiproz. Maltoselösun^en entzogen aber den von uns untersuchten Tonerdeadsorbaten 
keine Maltase. Das haizyin bewirkti* die MalzzuckerhydrolvM* ausschließlich in ad- 
sorbii'rtein Zustand. 

1. Heispiel. 100^' I'risclihefe (laiweiibrau München) wurden mit 5 ccm Chloro- 

form verfh'issiy;t , daiin 120 (am Wasser hinzu^efü'^t und mit i proz. Ammoniak ^e^eii 
hellblaues I,ackmuspapier neutralisiert, wozu ins^^esamt 5b. 5 ccm nöti^ waren'. Das 
aus 40 ccm der abtilt rierteti Maltaselösuii^ und 20 ccm A!(()Il)i-Suspension dar^estellte 
.\dsorbat wurde au der ZeiitrifuKe .schnell einmal ^^ewa.schen. Die gesamte Tonerde 
ließen wir auf 1() 3^ Maltoseliydrat in loo ccm bei 15,5 ' einwirken, haue nach 30 Minuten 
entnommene Probe mit dem ^leiclum Volumen ''/,-Soda verdünnt - drehte im 2dni- 
kohr i H).nb". nach weiteten 30 Minuten ip.b.S . Jetzt wurde ein Teil der Bestim- 
muii^islbsunv; abzeiitrifuKieit uml in den Thermostaten zuruck^estellt. Nach weiteren 
() Stuudi'U war in der klaren Maltoselosuni; keine Drehun^sabnalime zu konstatieren 
(\ I<).b5 ). Wohl aber hatte die Maltase im Adsorliat weiter i;ewirkt (\ 18,75 ). 

2. Beispiel. 253; 'rrockenhefe {Böweiibrau, Januar i()2o) • 250 ccm Wasser 
I Toluol. 30,5 ('cui I pro/.. NH;. Das [63] .Vdsorbat aus dem durch 24stündi3;e 

l''xtiaktion 3;ewonuenen .Vus/.n.i; wurde wie im l. Beispiel darj^estellt. Diesmal be- 
trU3; die Dreliuui; nach 30 Minuten lani^er Tanwirkimj.; bei 30 18,38 ^ und war nach 

8 Stuiideu auf 14.72" 3.;:esuukeu. Dine Probe, die wir i Stunde nach Versuchslx'ginu 
abzentrifu3;iert hatti'u, drehte 18.01 , und dieser Wert war nach Weiteren t) Stunden 
unverändert. 

Bei Wiedel holunc; des letzten \'ersuch.s unter 3;leichzeiti3;em Zu.satz von 5 ccm 
'"'VKHjPfb T 5 ccm (/’n ' b,8) ließ sich die Maltase reichlich eliiiereii. 

Diehun3; der Bestimniun3;sl()sung nach 7^'., Stunden 14.70’. In einem bo Minuten 
nach \’ersuchsbe3;inn abzentrifu3;ierten Teil des Reaktion.s3;emi.sches sank die Drehung 
im kaufe von vStunden von 18.30" auf 15,98". 

P'benso leicht geht auch Invertin in laisung. wenn man der ibjiroz. Maltoselösung 
1 % primäres Phosphat hinzufügt. 

I^lutionsdauer 4 Stunden. Zur Analyse diente die ge.samte ausgewaschene Ton- 

' t'lH'r Malta.si'l(\s\m3;i'n aus HctV .sulie K. Wiu.sTÄn'KR, ('.. Dm:. viiKiMKR mul W. vStki- 
HKUT, Diese Zeitschr. n<l. 1 10. S. J i: I1020] mul K. \Viu.xST.\TTi:r mul W.Stkibki.T. DÜ'M“ Zeätschr. 
lUl. 1 n. S. 157 [1020]. 



l$eincrkungt*n uIht Jve kUition vi-ii s.in li.ii.vM- mui M.tU.iM an-' thuu AiIm-iImIi ii (> ; ; 


uic sie l)e\viikle in 187 Minuten 10. Sf^ lUelnin:^''Alnialnne rutspieeheiul .p' V'o 
Spaltung. NulUIreluin^s/eit v''8 Minuten ( 107.5 Minuten lur ilu-selhe Men^i- 
ur-pnin^lieheii Ail^orbatesK Wir laink-n nur -7.S“" il«" bn/\ni- iin Alunnnnnn 
hvilroxyd wieder. 

Mit der Wirkunj^ der Zucker ver^Kuheii wii da- Xnlialteii di - lincitin ‘rmu id» 
VAsorbate^ ^t*>ien ipr<)/.. la‘''Uin^vn von Manmt und r.l\t.rnn. Naeh ' .• Stunde war 
krine nachweisbare Saccharaseinen^e in I.k.suny: Zu-at/ vmi " , l*.ssi;;-.iuie aiidnt.' 
.iaian nichts. 

\' e I s u V h ni 1 1 l’ iw i- 1 1*. 

ohne ii;^endwelclie Wirkun- war du* -'stundete l-inwiikuii.; \(hi o, ;pt.,/ l-i. i 
,p.i,unnnh>snn-4: erst nach j.Sstundi'^n Idntions.laiM landen \mi in dem nu ht y;an/ 
klaren Zeiitribn^at des Invertins Micini i i- s. huil.t dn- v.ui ihm luobaehtt te 

\bhtsnn;4 des Invertins durch Serum dem Seruim iweiÜ /.u h.s ist imlesseii nit hl 
iK Mchtet. inwieweit allein der ('.ehalt des verwendeten Serniiis an alkah-rh i. ai^iereii 
.k n Salzen und besonders snn l'hospli.it.;< halt lur dieM ii Mtlekl veiant woitlieh i-t 


[ 6 .j] I-lution .lurch p 1 1 m .i i e > riiospli.,! allein und mil (Iheeiin 

Das von uns bi unt/le Ad-ubat -^ab einen T. il der Sa* eharase an piim.ites Phosphat 
.P>, Die unterste Kurve d.r Abb 1 stellt den /mtlnhen Veil. ml die-rs Voi.eou'es 
,iai. Die Mlution verlault antan;^- la-eh. \\ii<l muh einm.er Zeit lanasamei und <i.inn 
.a llen in i^leulu-n Zeiten ydeiche Mema-n <les bn/Miis in la» um:. W. 1111 man khme 
Mengen (I bis I Kohr/.neker, dm ja. wie ;<e/.<-iut wiinle. in die-ei kon/ml 1 at nm 
nicht mehr eluiereiid wirkt, «lern primären Phosphat /.u-etzt. so ist die nach newt ui 
Zelten in laMiim belimlliche b:nzymnu iu.'e na. h d. n lU stimmnimen 1 und .: dei 
Tab. J :<enau <n y;roÜ wie ohne Zu-atz .le- Kolihdivdr at - An- de|s. llxii labeile 
4eht hervor, daLl auch klein.- Men:<.-n v.m Kallinosc s<,vvi,- Zusatz.- von < dm .o.-, .Malt., e 
und l.a. tose ohne Hinfluü sind. Day^e-. n wurde .lur. h Manmt uml (dv.min di.- Ph.. 
phatwirkurn; aufs D'.fa. he y:esteiy:mt 


11 . 


. • i.-ai I'.iiu iib .iilsoibat 

-rat ; ..an Z* ntntuyi.it . 

■ ntn. unin.-n und . iitsj.r. « 


l'.lulimisimlt. 1 .Ul I" -; 1 '.. aiiiuiiuiin d* i -d.;- 1 -. t. n Im., t liimi' um u 
Dir in <lir l. t/t. n K.-luuin.- atiy-' iuhrt- 11 \\.rl. !>» r j ni-l . 1 « i >> 1 
h, n .!< r WirkmiM . 1 . ~ ).inn;... n • iH. in n... I, . 1 . ii in .In .|nn. n 

Koluinn.- aiiy:. fuliit. ai I .lut )< ai-d.iu. t n . i ^ i 





I <m K Rolir/u.ker a«. 

I Kohr/u.'kcr :'<> 

' 1 y; Kalfinos. a..' 

i 1 K' VdueoM . .' 40 

' I X Maltrxv.- . j;o 

I ^ I^actos4 <>*> 

7 o. I Mannit a..> 

' Ol ('.Ivcx-rin :;•> 


IM M .o 
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lO.i rzc^ 
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Die in Tab. \ init^etciltcn Ivlutifnisvcrsiidu* mit (ilyarin-Phosphat /ci^cii die 
dieses \'(>rkan^es von [65] der Zeit und lassen den Kinfluß der TenijK-ratur 
dentlieli erkennen. I)ie bei jo ab^elö^ten 1‘aizyininen^.ien verliielteii sieh zu den Ix-i 
15,5 beobachteten wie 5: 5. Hierin liej^t ein wesentlicher (le^ensatz zur Klutioris- 
wirkunj; der schwachen Alkalien, die sich weder durch längere Kinwirkun^sdauer 
noch durch Änderung di r Temperatur steigern ließ 

T.il.cll.- c 


■Nr l.liicin 


I N.ilU’O,. u 


I N.iII J’O, I 
('.lyceriii i; ; 


I "o Nal!..|’()^ . I 
(•lyccriii 



.\l>>/i.ssen: IdiitieiiMl.iuer in MinuU n. 

Ordinalen: Meiivje .dryrK »steil Mn/.yins in rroAnteii 
IdnlionMiiittel: 1 Nall I’O, ( i c ; ). 

I Nan;l’04 1" itlyeerin (i ; ; ), 
o i”,, Nalld’O, . r' ('dyeerni ( a> ). 

[66] Zum rnterschied \on Rohr/.uckiu' und Maltose, die erst in bedeutender Kon- 
zentration die Wirkling des Mononatriumpliosphatcs verstärken, erweisen sich schon 
minimale Monden von ()lycerin als wirksam. Tabelle 4 zei^t, daß Ixi immer 
kleinerer sorgfältiger Dosierung des dreiwertigen Alkcdiols der Tltfekt erst l)ei einer 
Konzentration von 10 <’% nicht mehr meßbar war. I>ie in Losuiii; i^ej^angene 
baizymmen^e war dann so ^roß, wie es dem Klutionsvernh)j;en des XalKPO^ allein 
entsprach. 
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48. ZUR KENNTNIS DES INVERTINS. 

Von Richard WillstAtter, Johanna Graser mul Richard Kuhn. 

Dritte .\l)han<lliing'. 

(Mitteilung aus dem lu iinst heu I.alMiratorium der Hayeriselu u Akademu* der Wisse tb>ehatten 

in Miiiieiu u ) 

Mit AliliilduiiKen 

(IHr l<e<laktiou /.uj^e^anmii am Mai 
I n h a 1 1 SU tu* i sich t. 

!•', iuleituu^ [ 2 ] 

A. ( i r u u <1 1 a m' u I li r die Isolieruuj^ des Invertins <lureh 1> 1 e 1 1 a 1 hi n 

I, W'rhalten der 1 Ii'leaus/.ii^e i;e^eu Hleiaeetat ( 0 ) 

Anderuni^ dis Wrlialteus heim Altern (sj 

u hantliisse der he^^leitstol't'e . , [i/J 

1 . N'ethallen von ('•einiseluu triMlur und e^alterter lleteaus/um ( 13 ) 

V Idution <les Inviitiiis aus den Ideilallun^en fi;] 

11. Da r s t e 1 1 u n und 1' r a k t i o n i e r u u e dis Invertins mit lUeiaeetat. 

I. Ileleii und Autolysale (ji| 

Hindnn^svermo>.;en der lUeilallnn^en . . fj.l] 

^ MelluMle und l’tap.irate [jO] 

C. IMiospliori^ehalt der l’raparate 

I. Die aiialytiselien MetluHlen | usj 

riu)sphorhaIti,iL;es Invertin [ jo) 

1^1 ^ l’raktionieruM)^ des Invertins ( jj) 

D. A l)h;ineir;keit des Invertins von der \ erleiluui; und der Keinheit. 


I. 'riieoretiseher 'l'eil [ 4 ;] 

I. Zur Desehiehle [40] 

ruahlhin^i).jkeit von r.ej;leitstoften [.jS] 

U rnaldniiijiii'keit von der Verteilung [51] 

Die Hinnüsse der He^leitstolle [^) 

V Hn/ym/.erstiiruui; (5^)) 

II. l’)x|H'rimeuteIler Teil [^ki] 

I. Optimale Was.serstott/ahl der Invertimvirkuug [i)o) 

Kinetik der Rohr/ueker.spaltunu durch ^ereinii^les Invertin [(>3) 

3. 'i'emiH'raturempfiudlichkeit [72) 

Idektri.sehe ('hertuhruuw: [;6] 

3. Zur v'stabilisieruujL; [;;] 


‘ I. und II. Ahhandlung: R. Wiu.st.vtthr und 1'. Rackk, Ann. d. Cluni. Hd. 42;, S i 
(10:0/21] und 1 hl. 4:7, S. 1 1 1 [1021 2:]. 
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Einleitung. 

I'nter den bis vor kur/A-iu Innen ln\i rtinpi.i|'.\ialvn, die in einei kiiti.Hhen 

l’bersicht von H. v. hri.iiK und Sv.\Nni;kt'.' und in eiiu i kiii/ni lunleitnnv; ven 
K Wh.Lst.VTTKK und l' K.\VKi;= be-j.nHdun winden, sind .ini Genauesten unteiMulit 
diejenii;en von Kri.KK und SvANiu-kV,. die diiieh li.iktionuite Autohseder Ilete. 
l-.illun^ des Autolyseiis.iftes duieh .Vlk<dinl und tt.iktinnu st«-, ruil.ilk n mit Alk«diol 
G« Wonnen waren, 

Her Zeitwert besten von «lieM ii ria)‘.ualen. die «len wnlith^i n AuGab« n 
uU-r M<»leknlar^ewielit. t'.elialt an K«>hleliy«lMten. Stiekstdtt un<l riu.s|,ii«.t und nlui 
\ er^iftun^seTselieinuiiv:en /.u^ruinle la^eii, betragt t.o «l.i sn.k sMii du Kehi/n. kn 
s)>allun;*i Ix-i iS . statt unter den Bediny:un^en «lei Zeitweit«let!nitiou mhi < > Si i.i.n .\\ 
uiul T«>mi\«)N und \'. 15.5 , ;;eniesM‘n wuide, eiGjbt di«- rinn« hminvt datut «K ii 

Zt itwert 4,5. Das Invertin von I'd i.i;K und .^vaniu-k«. entb.ilt Ib ky;ummi, sotlaLl«-. 
1)4 i der Hydrolys«.; mit v« rd\iiiuti r Scliwek-lsaure K^ seii «><•''.. .M<>nose und dandu i li« l« it, 
13 ) N<H'h etwas bbher seheint «ii«- en/.\ inatis«be K«>n/«-titrati«iii i;ewe'('n /u 
sein, «lie C. S. IlfO.sctNs') !iiv«'itinl«*sum:i‘n eiieidit liab« n. Su- wuiden .ms liefe 
salb'ti « 1 er lasehen Autolvs«- um «luuh Ausfalk-n «l«-i l‘aw«-iüst<>fte mit !M«-iai«tat uiul 
Dialys«- ^«•wamneii. Die unbefahren AubalMii «•?l.mb«-n du- jh itdmuiib «inc' /« it 
\\ert«-s \'(m 5 oih-r elu-r von 3,5 fiir di« Hudsons« lu n I.«»sunben 

1 )ie Is«)lierunb <les Invi'ltiiis <lui<h ,\ds<ii|»ti«»nsnielh'Hl«-n, mul /w.w unt« i An 
w« iidimb von Aluminiumhy«lroxyd uml Kaf>lin <lur«'li aut« inan«l« ilo!tuiuie Ad'<u]'tuui 
mul Idution fiiiirt«- in <l«-r i. Abhandlmib von \Vn.i.<T und Km'ki. /u l'iajKitalen 
vi‘n hollerem ki inheitsbr.ul. Si«- « nthielten w« «l«-i « in«- Ik imis« Imn;,’. vtai Kdil« 
hvdrat noeli Zu« kei ln t« stem Zustan«! darbest« 11 t, la s.iLk n -it beim 

W ie«lt'rautlbs« n Zeitw«Tte \'on o.t*7 bis o.Nti. ln\ «-rtinlosnnG,.n eneii hl' ii « 1 « 11 Z« it 
wert 0,55 l)is«),3(), Die in der j Abliamllmib v<>n W n.i.si \ ri i;j< mul Kaoki am- t« iiun n 
.\utf)lysat«‘n, n.imli«h «lur« li frakti«»m<-rt«'n «m/) niatis« h«-n Ald)an «h r II« t<-. b,e\\«miieiu n 
l’raparati' b«»ten k«-inen luutsehritt in ))«-/,nb auf «h ii «•n/.\ ni;ili « heti keiiilu i1 s;'jati 
l'dwas reiner .iD «lie friiher«'!) war« n sie ab« i msotein, ab sj,- ni« hl «ii«- mindeste R« .iktum 
\'>n l’.iw'eiLl uiul seinen .\bbanjiro«lukten /« ibten 

Wahrend Wii.i.sTÄTTKk und Kackk nur wenib«' anal\ 1 is«}]e liat' ii /an K« im 
/«'iehnunb f erreiehti'ii K« inh«-itsstuf«’ anfuhtl« n, v« loff« titli« lit« 11 v«ir km/< in 
H V. Ut'kKk uiul (), Svanukk«;') Anuaben ub<-r «len riujspjmib» halt ben inibter ,s.a< « Im 
ra.selosuiibcn. Sie führten dens«-lben ini Zu»anuni nhanb mit ilir« n 1 >« «»ba« htmiju ii 
ulx-r die Verbiftuiib di-s I{n/yms .uif Nu« leins,mrebru|»i>en im M<*lekul <h r Sa««liaras<- 
zuruek. Der Bhosjdiorbehalt « rwie- si«, li naiiili« h in zwei It« isj.iel« 11 b« inah« lu«« 

' Dii-se Zs, ll«l. n-;, S j'-, (mm! a’id /\s.«r S u-, 

' .\iin. «I khem. l’ul. ij; S i Im.:-",.’!! uiul /war S 

') Jourii Am, khein. Sx- r.'l S : o/. ( mii !; si« tu- a«u li ( S II« i.v.s J-nrii .\iii Uuni 
S<K'. IM. u*. S 1 i D'/ 'j. und C. S, Ileosi.N uiul H S I'.mm J'airn Am Uu m Sx l’al o;, 
77 A fiOi«d 
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portioiiJil (h-ni IiivcrtkTiinKsvcTmiij^cn. In Präparaten von den Zeitwerten 6,7 und 
9,3 fanden sie 0,16 bis 0,19% Phosphor, [4] was, auf hefe^uinniifreies Invertin um- 
jj;ereehnet, mindestens etwa 1,0 bis entspreelien diirfte. 

l’nsere rntersuehun^ verwertet zur Isolierung des Invertin^ M-ine I'alliinj: durch 
HIeiacetat. Wahrend man bisher mit diesem Reaj^ens die Invertinlösunj^en aus Hefe 
von I'remdstoffen befreit hat, beol)achteten wir, daLl flas Invertin ans den Autidvsateii 
nach ihrem Altern vollständig durch HIeiacetat nieflerv;e''chla^en wird. Die W’ieder- 
holnn^ der Adsorption von Invertin dureh die Hleiacetatfalluni;, am besten mit der 
Reini^un^ durch Alumininmhydroxyd komlhniert, fidirt zu Invertinl(>sun^en vom 
Zeitwert 0,35 bis 0,2. Während die Slei^erunj' »les Reiidieits^ra<les l)is /ur Pdntion 
ans der zweiten Hleifällnn^ Prfol^ hatte, vermochten viele weitere Anweiidun^i-n 
der Adsor[)tionsmethoden, 1 ‘raktionierun^en mit HIeiacetat oder Hleiessi^ und wieder- 
holte f^berfiihrung in Tonerdeadsorbat die häizymkonzentration nur no< h weiii^ /u 
erhöhen, entsprechend einer V'erbesserunK <les Zeitwertes bis 0,20, dem ^liiisti^sten 
bisher beobachteten Reinheitsgrad. Die Leistun^stahi>;keit unserer Methoden scheint 
hier aus zwei ('iiilnden ihre (ireiize zu ej reichen. DnKefähr vom Zeitwert 0.3 an ist die 
Heständikkeit des Invertins vermindert. unreKelmäUi^, unzuverlässi^y und die Auf- 
i;ab(\ Stabilisatoren Ihr das haizym zu tinden, ist zwar in Angriff genommen, aber 
noch nicht K^mii^eiid >;ef(irdert. hVrner machen sich bei diesem Reinheitsgrad schon 
die Heimischuii^eii, die infolge der Dnvollkommenheit nnsert*r Apparate und Rea^entieii 
in die bösuiiKen hinein^etra^en werden, so .störend gellend, daÜ sie die durch ver- 
vollkommnet«' Afiweiidun^ der Adsorptkmsnietluxlen er/ieltim I'ortschritte kom- 
p«msier«‘n. Hauptsächlich dürften die Mängel der Dialy.^atorl•n unseren Prapar.iten 
^«■schadet lialum. Künitiye I'ortschritte werden von «Kr Wrüiiieiun^ d«‘r Arbeits- 
mittel abliäim«'!]. 

In dei vorhe);«'nd(‘n rntcrsuchun^ war nicht so sehr di«* St« i;2«‘run^ d« r Hnzvni- 
konzeiitration über den Zeitwert von etwa Minute hinaus an^estrebt. als viel- 
mi'hr die I'raktionierun^ nach dem PhosphorKchalt mit Hilfe von HIeiacetat. Di«* 
reineren Invertiidösunj^en, z. H. votn Zeitwert 0.35. wurden von [5] HIeiacetat mir 
noch teilweise ^«‘fällt. Der Phosphor i;eht zum j^niLien 'l'eil in die h'allun;^. die Rest- 
hisung enthält das Invertin sehr phosphorarm. AuÜerdeni yeliie^t «‘s. mit j^eei.^neten 
Ivhu'iitieu das Invertin aus der I-allnu^ wi«'«lei frei zu machen, ohne daÜ es mehr 
wie einen kleinen Peil des Phosphins mitnimmt, »'■'o wurden Ini «ler l'raktionierung 
in den Heispielen der Tab. 7 und S die Präparaten,. /» und / mit den aus der Wir- 
kung; der lä'sun^en und «len Trockenrückstäudeii berechneten Zeitwerten 0,50, 0.29, 
0,20 und Phosphor^ehalten von o,oo<)%, 0,02 und 0,027 "’o erzielt. 

\’«ni einem gewissen Reinheitsgrad des Pu/.yms an führt es also weiter, wenn 
die präparative Metlunle auch von « 1 er Hestimmune; akzessorischer hagenschaften statt 
allein durch di«* Messune; der Paizyinwirkung i;eleilet wird, v«)n solchen Patenschaften, 
die nicht sicher dem haizym Zubehören, soiulern mötlicherweise seinen Begleitern. 
\\ enn mau Peroxydase nach «lein Pasen-, Invertin nach dem Stickstoffgehalt zu 
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!r\iktionk*rcii versucht, so wird der Xi i^Uieh der Mn/viutiaktioiu n wcm iitlii he I ntn 
hiedc iu den l’.i^enM.'hafteu und in der Keinheil .ukh In i un^el.ihi ;^leiclu‘in i n/vin.i 
tisehein Reinheitsgrad eri;el>en l'ur die ui/vmati-elu* kiinluil ist rs ,»lme IUI.oik. 
nh ein Ix'st iniintes I*.n/\]ii \on nulireit.’U andeuii, ihm n.die veiwandteii lui/Nineii 
1 h gleitet wird und '»!) ihm /erstt>ite Rn/yinsuhstmi/. Im-, miselit ist »ulri .ilu i. oh 
( sR h in V iiier durch die Ileleaiillosunc; /ul.dliu /iis.umiu ni:ew lu leiten th sclKi h,j|t 
\ Oll He-!eitstnlleil befindet. Illl eisten l'alle wii,] , ^ s,, h .ihei fni ,he elumisehe 1 ntm 
oiehnir^ stofflich reiner daihieteii 

In den eiw.ihnteii Invertiiipiap.irateii lii^t, w, ini man von , 1 , n mu h .inh.iltendi ii 
! rt indaiti::en Stollen ahsieht, ein ('»emiseh » 1 er Sacehaiase v»>i mit eim i An/ahl and» n i , 
/usammen’^e.set/.te Zu» kei und >'Alkyh^lucoside sj,altend» i h'.n/\nu- mul mil iliit ii 
/, rsel/ini'^''produkten. \ i»-llei» ht auch ihren X’oistnfen. Rs ist nneh nicht '<u liei » i 
k.nmt. wie weit die Ailsorption.sinittel unserer MetluMh-n /wisihen dmi aktivin hai 
/Niiun »iiier'H.'its, ihren \oistuten und ihr»ii Zerset/un^spr«>dukteii andeieiM’its /n 
Wahlen veinu'>v;en. Wahrseheinlich [6] -sind die in den Kolloidei),:» n^chafteii d»-m h!n/vm 
naehst verwamlteii. durch das hVhh ii »h i aktiv» n spc/ifis, |u n (dup)H- \ (>n ihm su h 
nnteiseheiileiulen rinwandUuij;spio<lnkte »lie h.ntna« kii^sten H< ej» il» i Im lii\ei1ni 
piajiarat vom Zeitwert o.j kann nur ein kh iiu i Hnuhtml auf Sa» » liaiase s, ]hst ti» ll» n 

A. Grundlagen für die Isolierung des Invertins durch Bleifallung. 

r. \*erhalten der IIefeauszii):(‘ K'*rAn I»l»-ia» fl a 1 
1 Me »lui« h Autolyse diT Hete iia»h \'< rsehie»h n» n \ »ifaliien );» woniu iien ln 
ertinlosun);eii liefern mit Ill»‘ia»;»'tat Nitalers» lila;^»* »h-i haw< iLlkoip» i .\ul »li» ' »- 
\\»ise haben H. \ b'.M.i'.K und S. Kii.uh-.k»,'. w»- 1« lu- ,,du- K»'mbinalion «Mi h'nl 
»iwiilhiii); mit Rleia»»-tat und Kaolin" \<u(»ilhaft faiuhn. niui C S Ilt rbe 

In\'» rtinkotin;^»-!! );» ieinii;t. Am li \\ n i.si.x i rick iiiul R.\Cki:' ma» hl( n \(»n d» i \’oi 
r» ini-nii): d» r Ih b aus/.u;»:»- mil ld» ia»« tat »dteis Anweiuluiii.: mul beoba» hielt n, daÜ 
'lu lat^mv^eii »lalx'i im all^^eiiieiiun kein, maiuhmal alwr etwas Iiufitin einbnUeii. 

1 Invertin »ler Hefean‘'/aiK<‘ \'i*d aKo dnr« h Rlei/.m k» r ni» hl nietli r):» '» hla).u n. 
Am h reines Invertin laüt si< h »liir» h lUeiatelat ni» ht lallen. All« uüim^s ^»alM U du* 
■ ms Toiierdeadsorbaleii isolieiten Invt rtinprapaiat»-^ no« h I allnn);< n mit lil» i» '-'-!).', 
mul am h mit Rleizueker ; <la aber in » im ni \'eisn< he «li»- \ «m dei lU« ilallmi)’ abhltiierte 
Inv»Ttinl»)sunv,y <lie m>eh 22% »le-s Knzyins rnthi' lt, » Ib't mit ba''iM lu in A<e1at 
keine hallmi)' mehr lieferte, <0 wurd«- vermut» 1. »lai’, »lu- 1<» aktion nur auf \ » imiieini- 
sUn;; iKTulit. In der Tat ^ab »hm in der zweiten Arb» it \'»n \\ n.i sTA iti.h mul RacKi. 
'Inreh fraktionierte enzyniati.'-elu' lüitleermi); »hr Ib-fe ):tw»miune In\ertin keim 11 
Nieflersehla^ mehr mit den Hlei^alzen, und am h (7] Piaj.arate d< r \ »)ili» ;:endt 11 

hk-st* I'hI. S. r;; iu/iil 
■ Jruirn. Am. Vhem. Sh- IM S. loo;: 

Ann. c|. Chem. IM, .4..*;, S. 1 [o/.’o*'5j und /w;>r > ■ 

Anii. (1. Clu'in. IM. ,427 S. n 1 Iio- j »md /.\».,r s 
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Arh<Mt, z. B. eines vom Zeitwert 0,65. wurde in o,5proz. Ldsung weder durch Blei- 
aeetat nocli durch basisches Acetat gefallt. 

Die Kr)nzentration des l’hizyms in den Mefeextrakten ist aber eine vielfach ^e* 
rindere. Die in Betracht kommenden I/)sun^en enthalten 0,010 bis 0,01 Invertin, 
Ix zo^en auf den Reinheitsgrad jenes hocdiwerti^en Präparates. 

Dennoch ist die l'allun^ des Invertins aus den Ilefeextrakten durch Bleiacetat 
die leitende Methode der vorlie'^enden Arbeit. Sie beruht auf der Beobachtung, daLl 
das Verhalten der rohen Invertinlösun^en v<»n ihrem Alter abhänj^t, daß zwar in den 
friscluMi Autolysenflüssij^keiten das Invertin niiht, in j^ealterten atxT vollständig 
fällbar ist. Die Be^leitstoffe des bhi/.yms sind für die 1 ‘allun^ durch Bleiacetat ver- 
antwortlich, wie sie auch das übrige Verhalten ^e^en Adsorbentien und in Adsorbaten 
beeinflussen. 

Schon bei der (‘innialiKen l'allun^ des Iiua-rtins bleibt der llelei;umini, desstn 
Abtrennung zum erstenmal durch aufeinanderfolgende Reini^uny mittels der Ton- 
erde- und der Kaolinadsorbate Kehin^en i^t. in seiner ganzen Men^e in der Mutter- 
lauy^e zurück. 

Aus dem BleiniederschhiK, der u. a Phosphorsaure, Proteine und wahrschein- 
lich auc h NucU-insaure enthalt, laLit sich das InvtTtin durch I'.lution mit Ammoniak. 
Sod:i und Ammonj)hosphat elui(‘ren. Seine weitere Reinimin^ kann mit (U*n Adsor]>- 
t ionsverfahren von \Vii.i.stätti:r und R.xckk geschehen, entweder mit Kaolin, von 
(lern ('S in diesem Zustand schon ^hitt adsorbiert wird, oder besser mit Tonerde, oder 
mau W('ndet wiederholte hallun^ mit Bleiacetat an. Dabei nimmt mehr und mehr 
dii‘ Meu^e der bleifallbaren Stoffe ab. mitunter besomlors der für die Adsorption 
(U's Invertins verantwortlichen. Dann wird eireiclit, daLl mit den Be^leitstoffen 
nur muh ein Teil des Invertins in den Nieder.^chla^ übergeht, wahrend ein großer 
'l'eil im h'iltrat zurückbleibt. Die Methode der Piillunj; mit Bleiacetat ei;,.jnet(‘ sich 
daher besonders zur iTaktionierun^^ des P'nzyms. Sie lieferte günstiges Material 
für die Prüfung des Invertins auf seinen (rehalt an Phosphor. 

[8] J. Änderung des Verhaltens beim Altern. 

Die eigentümliche Änderung hinsichtlich der l'allbarkeit (U's Invertins lx*obach- 
t(‘ten wir an den nach verschiedenen Verfahren der ersten Abhandlung - NT. i und 2 des 
IX. Kajutels (Abschnitt A) darv;ostellten Autolysaten, nämlich erstens an den durch 
beschleunigte Autolyse bei ('.e^enwart von Toluol, also in schwach saurem Medium, 
und zweitens an den durch rascheAutoly.se mit Toluol und Neutralisieren mit Ammon- 
phosphat gewonnenen. Die letzteren, am ITide .schon schwach sauer reagierend, wurden 
stets vor dem Abtrennen von den lleferückständen mit Essigsäure angesäuert. Für 
das Fortschreiten der enzymatischen Abbauvorgänge ist dies von Bedeutung. VV’ährend 
auf geringe Differenzen in der Reaktion des Mediums bei der Autolysc' schon weit- 
gehende rnterschiede im Verhalten der Invertiidösungen zurückzuführen waren, 
stimmten die sauer und die neutral gebildeten, sei es frisch (xler gealtert, miteinander 
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iii« Vorhalten gc'^oii Bloiaootat nbouin Ht ! -^iol^o l ntu^ohit «! iin h.ih 

war hinsichtlich der Ballung lU-s Invt itiii^ t*hno Bolanu. 

l)io nötige Meinte lUciacotat bi" /ann Aultu ton t iiu : Spur \nn bU i iin l ihiat 
i-riniltolton wir in jodoin b'all, W'ahu iiil in tlon nuo^i ii ^a!« ti dt i mit di in 

üo<ainton l*'allun:4'‘nnttcl ont^tolumlo Niotit i'^t lilaa mii t iiu m Ti il / 1^ ' . muh ln 

vortin aufnahin. vorsohwand au< tit-n uoalti itin mit tU m bh mit .K i-t bla.: 'bc 
Mon^o des Invertin". Alteruiiv; vtm bi" j WOtium -.^iimctf um, .bi In\titin 

f.illbar /u machen. v:nn"ti:.:et war abt i . wie tlie ‘Ibib i /t-m,! Altt i um.: \ .-n t nmen 
Monaten, weil dann "chon mit ■ mit r /ui Vflbtamii-t n Itb il.illun.: mam.«u Mt im.. 
bleiacetat mehr als iiob. des Inveitni" nit tU i-t M hbivt ii wfi.U n 

Die aiiftallend"te. wenn auch nicht tlie ein/ip- Nb iamleum;.:, wtbbf tlu- M. t 
nut Ttthiol vei"et/.ten I lete.um/u^c n.unenthcli bei "auifi Kt.iktit.n w.ibientl tlr 
.\ltern'> erleiden. i"t die en/,\ niati"chf IDtlndv^r ,b i b.iwt ibktti pi r Du Mt ina- tb i 
l’eplitle nimmt ab. die l inlachen Amint>"aiiien nehmen /n, "i‘ ki \ stalÜMen n allmalilit b 
rt iehlich aii". Die"e brntetdv"e [9] bibt "ith mit dt-i alk.ilinu t ii"i lu n Ib M ininmn;,; 
vttn WiM.sTATTiCk imtl W.vi.PscnMii'Td.iar/' xt itolptm .\t benlu i mIob.M .\bt ft nimm.; 
von bhosi>hoi"aure aus t.i'^.ini"t lu-i bindunv; und baitbiiitlum.: \on liwt t< Iw.is-t i tt.H 


T.ilH-llf 1 . /.nn.tliint tlt r l' a 1 1 b.t i k < 1 1 t|, . 1 n \ t 1 1 in • ni 1 1 .bin Ml. in 
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l'.lK'listi ^ I . Mal t'j.’ : ' 
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1 , I . „ , ot 

: l'iD-lW) (1 Tfil llfU- It llf Wass. f l Juli le:-' e M'"i ' " 

I AnliilvM' nut Amiiu.nplu.'pliat ( I I« il llt u • l«il< 

W.isstr) je April loJi ' * ' ' 

i t, I ■ « . 

; I-Ih-Um» (1 Tfil Ilffc J It ilt- UasMT) e N.a 

e bilK.'n.so '' 

b Kinflusse tler be'^b it "toD«'. 

l>ii- l'allung des Invertins durch Itleiacetat kann d.mli l’hi.sph.n'-aiirc lM KUMsti;;t 
und soKar durch IMiosphat allein hertxiuefuhrt werden. Kies ^ilt !,(-«, nders fiir In- 
vertin in reinerem Zu.stand. 

’ Chein, Her. Htl. 54 S. (i'/Jij 
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[lo] Wir.vt riiiiM Ilten /. 1 $. ein mit Hilfe von Toiu nle und K;iolin ^ereinij'l*.-s Invertinprä|)arat 
vom Zeitwert i ,; ( i<) ni^ in joicm), das mit Illeiacetat nu llt fällbar \v<ir, mit Ainmoniuinpho>pliat 
(0,1 in <ler Men^e wie in Ib feaus/ii^eii und fällten mit lUeiaeetat unter W-micidunj^ eines 
( b« rselmsse',. Das Invertin war smlann vollständig im Nü<!ers<'lilai^ enthalten, uiul tla-> lUei- 
pliosjäiat war ni« ht durdi Amnu)niak eluii-rbar. 

Das lilciphospliat vcrinaj^ also ähnlich wie nach \Vii.b.sTÄTTKK und Rackk ‘ 
Calciuniiihosphat das haizyni zu adsorhicren. Ocnnoch ist die Bildung des Bleiphos- 
phats nicht diT entscheidende l'aktor fiir die l‘‘allun>; des Invertins aus den liefe- 
aiiszii^eii. Denn i‘S ^^iht in <len rohen Invertinhisim^eii Be^leitstofle. die der Adsorption 
des Invertins durch Bleijihosphat eiiti^^eoeiiwirken, namentlich in den hei neutraler 
Reaktion ^ehildeteii Autolysaten. Obwohl diese das zu'^efic^te Anunoniuiuphosjiliat 
und aus Niu leinsaiirc ah^espalteiie Bhosphors.iiire enthalten, lassen sie ja in frischem 
Zustand heim Ballen mit BU iacctat nur einen kleinen Teil des Invertins in den Nieder- 
schlag; ^;ehen. Andererseits kann man nach dem Altern di-r Neutralextrakte die l’hos- 
phoisäure daraus mit .Ma^;nesiamischnnK aiisfallen und phosj)li(»rsauridreii‘ Biltrate 
l^ewinneu, aus denen mit Blciat'ctat das Inv«-rtin (bnli i^latt uiit;4elallt wird. 

Bin Xit T.m‘‘ altes Neuir.ilautolvsat (; 1 .M Z t b iS) b* ir» itni wir vmi Ph">phi irs.uui- mit 
Ma^msiamisclnmj; ; di r Nicdi isehlai; von .\mmonimmnamusimnpliospli.it bewirkte einen Verlust 
von 7".. lies B,n/vms, Bür die HiMun^des lUeiniederschl.i);s war dann mir noch ' vom blei.u etat 
iiüti^. das ein pliospliatlialt i^er llefeaus/u^ braucht, näinlieh ;o Die l'allun^ enthielt trotz, 
ilifes ^erinrten (Juaiitunis So"., vom Invertin (M Z (,). 1 >.o). 

Die Bcideitstoffe, die in Neutralautolysateu das Invertin deiitliih vor der AiDorj)- 
tion wenii;stens durch Bleiphosphat sclutt/.en, treten in den hei sannn Reaktion ge- 
bildeten llel'eauszii^en mehr /.uriiek. Aus dii-sett ist nämlich das Iinertin leicht auf 
Zusatz von l’hosjihat und Bhüacetat mit dem entstehenden Bleiphosphat zu fallen. 

[ll| Voll einem aus 1 Teil Hefe mit .• Teilen Wasser unter Toluol/us.itz gebildeten .\us/u^ lallten 
wir .sogleich naeh dein .\btiltrii-ren von den Heferesten ioo i-eni mit Ideizueker. Im ITltrat. 

blieben vom Invertin. Dann versetzten wir andere o-. ciiii mit ; v; .\minonpho-,j»hat uml 

mit S v; Illeiziu'kei . Diesmal blieben vom Invi-rtin nur z;".. in I.osuiiv; /iiruek. 

Das phosphorsanre Salz kann in dicsvai W'rsuchcn aber niiht durcli phosphor- 
halt i^c NcutralantoK satc ersetzt werden. Sei es nun. daÜ sich hier «He Bhosphor- 
säui<‘ znni beträchtlichen Teil an Kohlehydrat moleküle gekettet luit oder daß die 
Idsend wirkenden Begleiter im Neiitralextiakt sich ^enii.i;end (»eltun^ verschaffen, 
beim Vermischen der durch saure und durch neutrale Autolyse gebildeten jungen 
Ilefeausziü^e und Versetzen mit Bleiacetat fällt das Invertin nicht aus. auch nicht 
der in den eistet en enthaltene Anteil. 

Jo lovt ccm der nach den beiden Verfalmii mwonueiun frischen .\utolysate (M.Z.O. o.;o 
und o,> D wurden vcrmisclit und zu.samnun mit 10^ Bleiacetat vollständig gefällt. Das l'iltrat 
(M.Z.O. o.Soo) enthielt dann noch ;S‘\, vom ursprünglichen Invertin. 

Die als ,, Altern" bezeichneteii V'eränderunj^en der Autolysensäfte beruhen wahr- 
scheinlich auf enzymatischen \’orj;än^en und bestehen im hydrolytischen Abbau von 
Inhaltsstoffen der Hefe. Das wechselnde A'erhalten des Invertins ^e^enülx'r der Blei- 
fällun^ kann man versuchen, darauf zurückzuführen, daß gewisse durch Blei nicht 

’ a. a. O, S. S.r. 
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lidcr nicht volKtaiuli;*; taüb.irc Sti>!to, tlii* liav Invntin ui /n luiltcii vn 1110^11. 

all'' »len Hofo.ui'- zinken Ix-iin Altrin \ a in\ wi/u ii < i(U r man hat an/ntu-lniu-n, ilali 
(in (ivciviiteil durch die vn/.ym.iti'i, !u n .\M>ar.v«'icanui W ilimduiii;» n » i^t 

.^cbiliiet wvidiu. die durch KK-i tall)>ar 'ind und div daini da^ liui-itm 
ail^irhn len. I'x »luittv alm kaum um rnu n nn/u^mi lu^tandtM' d» 1 AuIi-Ivmu 
! lu"icki iti-n hamh-ln, di-r dura h ''l in Xn^tliunuhn au- ili i l.t»-unv'. «‘dm t'a\u h -« ni«- 
IhMurn^ in di i^cllH-n dir /uiu-him ndi l'aliliarKmt d« ' Inxt itim- l>««hm-l 

/u drii ilnirh liK iava t at ni« ht tallhait n lu -t an<it«'iu n «i« i l h j« aU''/ u.>' :,a h«'itii 
Amin‘'''auia-n. linlaelu !«■ IN ptidr nn«{ Ilrh;4nimni 1 Ki Kt/t«ii l;alt all« 1 «Ini,;- k« in« - 
ur.;> liu' Invritin in la'^un;^. Aiuh dir .;« a!t« il« n l'Ati.ikl«' rntliait.n d« n ('.nnniu 
[12] iriv hlirh, un«i n l)lriht in m nu i ;;an/.rn M«in;r «thiu InNa itiniin hiltiat muh HU 1 
in« «h r-riila;^ Aurh Amiint-auii ii und iN ^tid« \rini«'‘Jan in« ht du I allnni; dt " ln 
‘«i itii!" /.u hindt rn, \\\<!rr lallt "it h Inxaitin. mi nn\ «illkoninirii it ima.tt "■ l’iapaia!, 
<!a- n'‘t']i mit lUi iata tat i;rl,dlt wiiti, diiiv h «Iu m W ihintlunc.rn nt lialtrii, 

';<.«h iM-uitkin Ainin«)"auirn «««Irr rin lMpt |'ti«l, In i"j‘U l-w» im /u « in« in i hiiiiM h mhi 
N i’.t lrin' iuir mit In\'rrtin hin/m*:» lm:t . dad «hr Nmli iii aut« mit HI« 1 au-talil. oliti«' 
In\' ttin /u ail"MiliirM II. Ilmcrcrii "tn<! l’i«>t« im . / 1*. .\ll‘nmii! ««hwohl i ' thii« h 
l>]i !a«rtat rrit.hliih :^rfallt wir«], W"hl iimlaiidt . <h« Au-talhni;.' «!«• Iniiitni'. dnt« h 
Hitiatrtat wriir^stmi'' trilwri-t /u \ « iliimh ni 

lan 1 u\ ( 1 1 inj '1 ,1] Ml il \<iiii /«it\\«it t d.r- um l’.I« 1 i« « l.it • lu« n l.ak'U N i* ■ 1 « 1 •« li!.«;’ 

. .!■ du', k« in In\<itin 111 I.M-unu miu« klli« 1 * wn unt • und ; « 111« - ' .« 

> ,in All.unnn und lallt« n «lauii <li- l.'-Minu nul Id. i.«.«t,.i ln. 1 iHmi« «nthuli'ii ii"« h 
. uikI ; ; \uni a ii.:« a\ aiidl« n I ti/\i!i 

Mit l iiirin ilrMilidrii I’untluL« \“n alhuniiiiaiti;.a in Ihtdrin, dt "tu \’<til;ttimiit n 
mi Hrlt autolvvat 1’ Thomas' 1 h ' « hiirin ii li.it . "t liriiil in l-ankl.iny /u d« lnn. li.iL'» 
1-t im l^rwanl|rn drr tii"« ht n 1 Irti .in-/uy:r mit Ihut il,ik<i.i;;nl.tl um riluhd, nii'l 

d.ilt "it. h dann iin hilt i.itr «ki" In\ rit in ahnli« h i*' ' »tn-t n.t« li d< in .Mt« 1 11 i« u lilu lirt 
durt h I'dria» rt.it lallrii killt. Dir -«-alintrii .Xntt'K'.itt «iltidrii ilu <.<1111111111;: in 
dri W'aiinr ni< ht nu hi. Wkihn iu! / 11 <111 Nt nt ml» \t i.d-.l nni i > hi !<*".. imni In 
Mitin an dir Hlritalluird .ihd.ih, Du;: d< i l.d!i>.iir .\nttil muh »hin K«‘a;:nlui< n in 
'!rr Waimr un<l l-iitiirrrii aut , h< 1 < in« in an«lt i« n. «iui< h aui« .\ii1'>I'. dd • 
wonm iirn Ilrfrans/uv; von mit 7;''.. 'k i im l iltrat \<mi kua/nlu it» n IhwriLl ium h 
vorliamlrnrn I\n/.vniinriid<'. llrti.i« htrt man al»ri ni« ht <li«- \t ihaltni nial'.id« n, •'m<li ni 
dir wirklichrii Invertiinnriidien, <lir na« h <]rr Kit.idulatum “«kt “hnr <lir < Ihr p« lallt 
wrr<lrn, M) sind allrrdim;'' dir 1 tillrirn/t n ir< lit d' ti^d 

1 tir foli^rmlrii Ik-obat htuiiden inat lirii <!ir hukkiinird walir « lu mli' ii< r, »lall hrim 
fortM hreitendrii Abbau der in d< n [13] Antol;. -< imalt< n t ntljaltrnrn ktmiidi/icitm 
\ erbiiidiin^rn erst dir fnr <!ir l'.dluiid d< - Inm-rtin- v< i.mt w“il!i« lu n ^toflr in dd'- 
midrndrn Mriideii rntslrlirn. Man kann nanilith I b 1» an /nd'- fii 'h mit ilk nnrtat 
talirn, n<X'h ohne ( rhrblirhen W-rlu-t von In\frtin. uml mu h »ii» ■-< r Ik M-itiduiid; 
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einer j'röüeii Menge iKKliniolekiilarer Stoffe das Altern Nerfolgeii. Nach einiger Zeit 
enthalten dii* Lösungen zwar wieder V’erbindungen, die sich durch Bleiacetat fallen 
lassc'u, allein das Invertin wird nicht vom Niederschlag aufgenommen. Daraus ist zu 
schließen, daß der erste Bleiniederschlag gewisse Produkte entfernt hat, deren lang- 
same Hydrolyse heim Altern ebenfalls durch Bleiacetat fallbare, tlabei aln-r Invertin 
sj)ezifisch adsorbierende Substanzen zu bilden vermag. 

Wenn man dieses V'erhalten der Hefeautolysate, um die Veränderung beim Altern 
anscluudich zu machen, auf bestimmte einzelne Stoffe zurückzufidireii sucht, so laßt es 
sii h am besten durch den \’ergleich mit Nucleoj»ro1einen und Nuclein^.aiireti erklären. 

Sfiwohl Hefemiclein wie Nucleinsäure wird durch Bleiacetat gef.lllt. Die Nieder- 
scldäge unterscheiden sic h aber durch ihr .\dsor])tionsvernu>gen : bei der lödlung des 
Nucleins bliel) das Invertin (ein durch Bh iacetat nicht fallbares Praj)arat vom Zeit- 
wert 1.5) in der Lösung, wiihrend dir Nucleinsiiurr (50 des t'iewichtes vom Invertin- 
])raparat) bei der Ausfaihmg das Invertin aufnahni. In den Heleautolysati-n wird die 
Miuige der Nucicins.iure durch langsam fortschreitende Abs]>altung aus Xucle(4)roteinen 
ainvachseii. Die zunehmende lödlbarkeit des Invertins kann dadurch (uklart werden, 
wenn sie auch nicht darauf allein beruhen mag. 

4. Verhalten von ('lemischen frischer und gealterter Hefeauszüge. 

Sei es nun, daß die Hefeautolysate erst in gealtertem Zustand durch Bleiacetat 
fallbare. Invertin adsorbierende Substanzen aufweisiai, oder daß sie, frisch bereitet, 
solche N'erbindungen enthalten, welche die Adsorption des Invertins durch die Blei- 
falUing verhindern, jedenfalls ist das Invertin in seinem [14] Verhalten von den Be- 
gleitstoffen wesentlich abhängig. Das zeigt sich auch bei der l'ntersuchung. wie sich 
C'icmische von frischen und gealterten Hefeauszügen hinsichtlich der Ballung des 
Invertins verhalten, wie weit sie sich gegenseitig darin zu beeinflussen vermögen. 

Aus iler folgenden Zusammenstellung (Tab. 2) ergibt sich, daß weder das In- 
vertin der jungen Hefeextrakte in dem ('.emische nütgefallt, noch das Invertin der 
gealterten durch die unversehrten Begleitstoffe der frischen Antolysate vor der Fällung 
geschützt wird. Das fri.sche und das gealterte Autolysat, jedes einzelne l)ehalt sein 
eigentümliches \'erhalten auch in den Deinischeu Ixi. 

ralH'lle 


lUeifälhuig üe.s Invertins ans ('.einisclien Irisclur und gealterter .Viitolysate. 
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Neutrulautoly.sat, vom (\ XI. 20. gealtert. 
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1.00 
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Man erkennt, ilaü in tiu ''i n l iten il.»" Invi itin nullt s,, wj^ ui miiu n 

iciiun Lt‘'‘Unv;en enthalt«.'!! i>t. nivht liei niul Keuit, Asv^./iationen mit ;;elo'sten lu>eh 
nuileknlar«.'!! Sti^ilVn mit i ( u -vliwmvli'^kv it einziu^elu n. -mulein elu i m K«m^;l*' 

ineiate v«tn ''iK-zilischein W'ihalteii . m.:elinllt W t nn [15] dw lallniii; «ie» Inveilnis 
.tU*' solchen Ant<)l> "ateii /. Ik <iuiv h « iiu n Stott wie mu leiiuaiiu v lUei hewiikt winl, 
•.o liaiulelt e""!« h niv ht eint.-.« h nni «iiun A«K<'ii'tu>ti''\«:u:an^ in eiiu in tun. in n ,'>\Ntetu. 

S. l{hitinn de" Iiivtitiii" .ni" «len Itlei! .illnii'.'.« n 

ln «len «liirtli ]Ueia« « tat luwiikteii l'allnn;j.en l.idt "U h «la^ Ini/Nin /.iiin l nt« 1 
"t hie«! \«'ii M-iiu n Toiu ivi« uinl K.iolinadMuhatt n nu ht •|uantitati\ Ix ^tiinim n, in.m 
jindet nur lHi"|»ieNw(M"e i«» hi" 17 ".. «1« " wiiklitlun ln\ « itiniu-halt" An« li in «1« 11 
Ia»"mu:en von leiiU'rein In\«rtin, «li«- mit HKiatct.il nuht mein v;el.illl weidi'U, "«!/t 
'•tlnui eine v^eiim.,'«' Mt iu;«- ltleiat« t.it di« « n/\ m.it i- « he Wnkmn; In iah, «In "i« h h. t 
d<'r 1 »iah "«• w ieder eilmlt ' 

,\ii" "eitlen A'l"'>rhat«'n in .Mninininmin dt «>\\ «1 mni Kaolin lieh ‘leh <ia^ l‘,n/Mn 
dnr«li « ine Anzahl « lu-mi"« ln i Mitt «-1 tieilevnir / K man* Imia! dm* li m Iii \. i 
dmmte" .Xmnioniak und Nat rmm« ailMUiat . "ti t" mit .\lkali uinl .\niiinuij«lni‘'j>lial 
1 Me IlK-ifallimm'ii wenh-n im alLn iiu in* n \«in ilen"« lh« n Mitt« ln « luu il, ''*' «laÜ ■ i«- tni 
dl*' 1"< tliei Ul!'*; <!*•" ]*,n/Nni", Im '« nn- rn nnune. \ iui vi«-!en lU ;d< it' toll« 11 Nuit« illialt 
ain.:' \\ amlt wenh-n können I 'a «li* l'i* il« '.nim: d« - ln\«'itm an - «ln « n \n « 1 * i < lila;'.« n 
nu llt mir Im «iie j«ra|»aiati\en Metli«»«l« n lted« ut miy', hat d.i le .in« li Im «in lln 'Ui*' 
‘1er l’lnz vniad"*»rhate l»e!in'rken''W«'rt« " hi« l« t . iM e" aii'.’« /« !',;! . .ini «ln 1'« « »h.n ht mi;:« n 
« naiier ein/aiy^eln ii . K" /«'i'.;! "i« h h« i «i« n h.ltili«»!n n «1« 1 Itl« inn <!« lo hlaye ini« )i nn ln 
\’.i«' hei ihrer Au^fallmi;;. dall h« i *lie"« ii h.i -« ln inmie.« n •la'- In\ ' itin ni* hl al «111 
Im •'timmt«-r .Stolt wirkt . "(»mlein «lal« « " \ « i'-« hie*l« n.u 1 i'.:<' ln\«'i1in « nt li.dt< n«i« S\ t« nn* 
...iht, t »e"ell"« hatt. ii, di«‘ d.i" In\ « itin mit ' « iin n w« * le-i lml« n mnl \ « 1 .nnli 1 li« ln 11 
Hey;leit "toftell hildet l llt« ! «1« II mit «h in In\ «-ltin \ « lyu M IKi halt« t« n iii« lit «■n/\ 

matiseheii liey;leitHtolfen [16] k'immeii mu h « nt"« hi« <ien el«-ktr«»)Mi"iti\ «• «»«h 1 eh-ktio 
n«,'y;ative K«)rjK'r \-or. weh li«* die Aftimtat« n <!« - Kn/\ mk««m]*!« \« '- 11.1« li w «■« h < Iiu!« i) 
Ki« htnn;;en zu «»iienti< ren v« rmoy;en 

Zwi"ehen TonerdeafKorhateii mul <h n llh ilallmiyu'ii h« "t« lu n w« .< (itli*ln I nt« i 
"elii«-«!«-. I )a" \ «Thalti'U ;/«'s«n K«)hr/iuk«r i"t /. 1* v«*i'-« hi« «hn Im«' Ankmiy; «1« 
K«»hr/.m k('rs auf Invertin , «ja" mit haM iiliN «li«»x \ <1 ni« (l<'i‘,;«' ■< lila;.';« n u .n , h if t > M i,\ i u 
n«ii‘‘) zu<,'r''t unter"iu lit unti « r hat «li«- l•I«■lh■’/mly' v«>ii '■ { «Im« h ipr«»/ kmlirziuk« ! 
loMiny^ erzielt. Au*^ den Toner<i« a«l"«»rhat« n wir«! «la- hai/.vm «jm<h R«>hrzu« k< r j«lus 
Mononatriuni|)lios|)hat «juantit.iti\' « lui« rt p, Hiny^ej.:« n li<-Ll ^i« li «li«- uiv« rtiidialtiy;«- 

‘ N er^iflun^ «h s Inv< rtin> «lunh Nll-t r un<l nu« < k -iÜM t'-.«l/< un«l .\mlin «m«! «-in« 1^«- 
•»,«iurali«m «luffli IMalv.se Kt v«*n II v K« l.i u 'm«l O S\AMiik«. du«- /• IM iii i-,, (i''!» 
' n»ir« lu'iukr 1 k m hri« U n \v««r«len. 

* l'.rste AMiaiulhin^ S ;; iiiul : zw« it< AMiainlluu;: ; n* 

') Pfluj^tT" Areh. TmI i;; fi'/ii! nn«l /war S j;i 

M Abhandlung I S. i.s u. ; j ; .MdiaiuDun^; II S !j«.;Urn«r R Wni.si \ni un«l R K« MN 
I>UM />. VA IlM, S. y\ (i«/2lj. 
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lilrifiillutiK von Kolirzuekor allein oder von Rohrziieker {»riniarein Phosphat 
j'ar nieht zerlegen, ebensowenig von (ilyeerin plu'^ priinareni Phosphat. 

Von riiu iii «lurdi rase he Autolys<- mit Toluol ^cwoniu tu ii Ht‘ttau.>/.iij' wunU n j;n crin mit 
5^ Amiiioiipliospliat verM-t/.t »md mit jo ^ Hl»-i/u< k» r j^i fiillt. Dir Niiili rsi lilaj» i nthidt ^4% 
vom Invertin; l»eim l’.hheren mit j;oriin ^pro/.. Rohr/nik»rl(*Mmji j^alt er keine Spur von Pn- 
/ym al». 

\'on dem niimlielieti Autolysat wurden weiti re j;o < em lallt und di r NiediTM lila^ mit 
j^tKin I pro/. Mononatriumphosjiliat, enthaltend ; Uohr/nekiT, heliandelt. Naeli rasehem 
Ahtremieii mit der /eiitritii^e war die Kohr/uekerlosuni; nieht merklieh ^»-spalten und enthielt 
kein Invertin. 

Das X’erliallen der Tonerdeadsorbate war vom Keiidieits^rad des Invertins 
vvesentlieh abhan^i^. Die ersten Altimininmhvdroxydadsorbate iin (»an^ des \’er- 
fahretis Von Wm.i.statti'.k nnd K ackk ^aben das mit elektronet^ativeii lU-^leitern 
assoziierte Invertin bei der leiehti'steii Alkalisierung; der Tonerdt* v^latt ab. War al)er 
das Invertin leiiier, wie die durdi fraktionierten Abbau der Hefe gewonnenen, darauf 
selion einmal mit Tonerde und Kaolin !.;ereini};ten ITapaiate'. die aufs neue mit 
Aluminiumliydroxyd adsorbiert wurden, dann ersehii n es mitsamt den noch anhaften 
den H(y;k‘itstoffen in sehon elektriseh imdir ;ius^e^liehenem Zustand, annähernd neutral. 
Dann war [17] statt der einfaehen Alkalisierung; eine mehr spe/ifiselu* h'.lution dureli 
alkalisehes Phosphat erfortlerlieh. M«»^lieherweise spielte aber aueh schon Phosphat 
bildiin^ ans bei^emischter Phosphorsäure eine Rolle bei der Zerle-un;^ des eisten 
ToiU'rdeadsorbates durch Ammoniak. 

Dil' Invertin enthaltenden Uleifallun;i;en i;eben das haizMii in Reaktionen frei, 
die einen wesentlichen chemischen finsatz erfordern, z. b. <he rmwandlun^ in Hlei- 
phosphat. Dil' volumindsen. flockii;en Niederschlage andern sich m ihrer ganzen 
Masse, sie .setzen sich scliwei und dicht zu Hoden. Aber auch hier kommt es vor. daLl 
schon die eiid’ache , schwache Alkalisierung; ^eiiü^t, um aus der l’alhm;^ das Invertin 
freizuleyeii. l'reilich kann auch dabei Alkaliphosphat auftreten, da im Niederschlag 
Phosphorsäule vorkommt. Sehr verdrinntes Ammoniak (0,1%) eluiert in v;ewisscn 
l'allen, wie die 'r;ib. ; zei);t, das Invertin aus dem Hleiniederschlai.; vollständig, 
in anderen, obwohl die h'allun^ ^anz ähnlich gebildet war. fa'^t ,i;ar nicht. Da also 
das Ammoniak in seiner Wirkuip^ zu sehr vom Reiidieits^rad des adsorbierten In- 
vertins abhän^t. ist es als Hluens unzuverlassiv;. P'in ^leichmäLh^ wirkendes Mittel ist 
da^e^en Amnioniumphosphat. z. b. Diammonsalz mit etwas überschüssigem Am- 
moniak i (N'H^lTlPfb in 0.03- bis o.iproz. Ammoniak, entsprechend -».4 bis j.3 NH, 
auf i Molekül IHP04)j. Die Phosphorsaure laLU sich ^^ut durch Arsensaure oder durch 
Citronensäure ersetzen. Man macht von der hdution durch Arsenal im folgenden 
präparative Anwendung;. Da die Phosphate bei der Dialyse der Invertinlösun^en 
kaum vollständig entfernt werden kt'mneii. ersetzen wir sie mitunter durch Arsenate, 
um den aus der Hefe stammenden Phosphor und das aus den Rea^eutien stammende 
Arsen analytisch zu unterscheiden. • 


’ II. AMiaiullun.u. vS. i ; ; u. i U'. 
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«'i: 

In lUr Tab. J >in‘l au> »im bituhum;^».!!. »Ik* mit »U i j'iuj'.uatiN vn Aiiwiiulviu'^ 
der Invt.rtin-Hleilallun:j; \\in»Kii, luuvjurlr werdm 

»!u* in |•ral)a^ativ^.•ln Malistab 0 >dlnn. 4 ». !i uii'' j bi^ N 1 Aut»*K ‘'.it . bt h.iiuli lt mit i bi^ 1 
bdmii^i un»l /war dui\h /wrimuli^»- l-.lntuu; da i bK ii v ih.iUi iu n Invi itm 

an^U utcii (lT»i/.) vii/vkhiut. in iini'^»-n l'ulU-n ;mit t unu klumnu il» n /uliU-in 
[i8] mit v inmali^cT lduti»»n » ilKilt« !!« l’.n/\ in.in-l»» nt» ii au" anal\tkt li»M \ ( i 

MK'iu-n in kU-iiu-u-m Mal^tal» il'allum.; au- j»H.rvni. »Inuit mit i.'»».»m't <m1»i v»»n 
<]»-n K-t/tm Kfini: 4 nn: 4 '-|'ha-i !i »U-i m»lnla» li voll»« h.md» lt» n lnv» itml<-nn-^» n. 

; l.lut um il» I In\»itni lU» t.»*!-«'! l'.il t 


N, uli.il.»ut.>lvs.»t \.'va ' \I ' . M-n.it. 

;ill ■' ■ 

Niutr.il.nil» -Iv-.it \<>ni ! ■ \1 ^ M-'U.ii» 

uh ' ' •.'} 

l t.ti .m- 'lut' h lUi itulUMi;^ Sxl.ulutii'n l'-u 
, u!» a<U'ii'li"U MI 1. lut»"!! i:. t»imt-i 

w icd» r nnl l’-l« i.»» » t.»t l.ilh ' • 

ulr.»I.»ut'-l\-.it \"m - \'II ’ M" 

nute ah ' ■ 

Ni utralaut"lv-.»l \"iii ; ■ Nil •; M" 

u.il' ah . ' 

.\ut"lVM In 1 -aUt' I k'.tkti'ai Juli. , M" 

Mal'- alt ' ' '' ‘ ' 

Auti-lvM l-ii -aut'r Ki ikti"n ' \II 

' M'.nat»' ah ' ■ ‘ ' ' ' ' , 

Aiu Ni iit ral.iut' '1\ -al \":ii \I1 i. niii 

hl' itallunv: T"»!' ul'' lU» lialluiiy r» nikh 
vM'<l< r mit hil f — 11 ' talh 
\us N»-ul r.tlaut' -ly-'iit \'>ni i' XI um 
hh'ifaihin^ 'latni l-'iufl' y.r»iiiu.-t uu 

d» r liut hl» lat ( tat lallt ' • ' ' ' ' 

(19] l'ir K.u<lM,ttM iitirii mi(i I.tii ii \. nn'.;M ii . 1 . in Inv. iliii, .l.r in P iin n ni 

/.il-Maml .liiuh I!l.-i;uvt,a. m.jMI iliii.li Hl. ii -i;', iii. Iil l.ilH und, Im ■im .uii. iM.iinl. i 
(.ilKi nik-n A.lMirptiini- iin-l l•:luti.lIPv■■I^;.|ll;;' " 'l"’ lÜ' iinlliinr,, Tom i-li nml 'M"i" 

IN .Im lürinind.-ri- lil.i-.; /.ii l.ia n. 1i. 'lin;.;m, .Ul.! -l.i hiv. iliii n.n li .1' i " 

KUnnain-.; mit lilciamt.il n.i. li v.vil. r iiii! I'.l. la. . t.il ;,','Tilll '.M i.lm taiiiii W' im 'l"' 
i rsti’ lili-ifallmin sicli ihm li Aiiiiiioiiiak i liiiiTi'ii li.-tl, am li 'ln /.voi'. ■ ln imo 

vUiicrbar zu sriii. I'.rst nai li iiiclircrcii l alluina u ""'1 l'.ln'iom u > ■' '!■' \iilialliiiT 
zwisilioii Invertin und '■einen li< ;;.leit'tiiflen zit^iin'-len ■!■■ lir.. ttiii- 'o v.iaml.rl, 
■lal! mir inkIi ein Teil de- Knzvni- nied. r;;e- hla^. n weid. ii kann In .lie-T l•,ll/.vIll 
fraktion findet dann eine auUerordentli. ln- Anteil Inriiie.; inwi-a r ü.-ejeit '.tolle -tatt. 
z. li. der Kebundenen IMiD-iilior entlialten.I. n, 'lie diin li .li.- -v-t.-mativ he Ame. iidun-^ 
der BleifallmiK «»<1 ü'»''» I'Tnti.Mi von einem Teil .1.- Invertin- '.ein/ entlernt und mit 
einem anderen Teil des'sedlxn eni; veti;i-all-i haftet uer.leii 
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l’iitcr (U‘ii als KoadsnrlH nlicn wirki-ndcii Ik-standteik'n der Bkifallung werden 
Proteine, J'ljosj>lior.sanre und als wahrselieinlicli besonders wirksames Jvoadsorlxms 
Niieleinsaure gefunden. Die mit Schwefelwasserstoff aus unvollständig eluiertem Blei- 
uiederschlag erhaltene Lösung gil)t die iiblieheii haweißreaktioneii und starke Reak- 
tion von Moi.iscii, sie liefert mit Kui)fersulfat reichliche Pallung. 

Die l'dution der Bleiniederschläge begegnet nicht selten großen Schwierigkeiten. 
Manclu* Ilefeaus/.üge, sogar gealterte, siml für die Methode ungeeignet, nicht für die 
Idillung mit Bleiacetat, aber für die Pdution des Nie<lerschlags. Dies sind besonders 
gewisse Autolysensafte, l)ei deren längerem Stehen immer Ixi (legenwart von 
'foluol • offenbar infolge abweichenden \'erlaufs der Alterungsvorgange ausnahms- 
weise kein Schwefelwasserstoff auftrat uml die, statt eine hellgelbe oder grünlich 
h(‘lll)raune löirlu* an/umünnen, eine dunkelbraniu- l'arbe behielten. 

Von ciiK iii »ind (lt nis< l)H n .W utr.il.mlolysal (vom \ 11 . 1 ) \i ilin llt n li /.wvi vrsl Ix i 

rleiii langsamen lültrieon von ileii [2o| I Iclertiek.staiKh n gi treimt«- Anleilv Ix iin Altern vir.selüt 
den. Pin Tt il des .\ntolvsats li« lei te selion mn li ; M<»naten HK it.illnngc n die in »K r iK-sehrie' 
Ik iicii W’i ise mit AusHeuteii von ;o l»is s 5 elnii rt werden konnten (vgl. l al». ;). Die Hleinieder- 
sehliige ans dem anderen IV1I dessi lHen .\ntolysats waieii noeli n.ieh (' . Monati n Alterns in vei - 
sdiiedenen Veisiuiien nur mit AusHeuteii von ; i; ; und e-o eluiirHar. 

Während eine .Mteruitgsperiode von etwa 4 Wochen schon genügt, um das In- 
N'eititi der I lefeaus/aigc' durch lUeiacetat fallbar /u nnnheu, idite ein \iel weiter 
gehendes Nachalteru in matichen Hallen iMmm deutlich gtinstigin Piutluß auf die 
Ivluimbarkeit des Bleiuiederschlags aus. 

i. Heisjoel: l'äu Neuti alaiitolv.sat vom ;i. X. i wuide i" Tage .ill mit der lur eine 

vollständigi’ HK itiillung iKdigen Menge Hlei/in ker veiset/t. .SK.etiii mit mg. Das Invertin war 
vollständig im Niedeiselilag Die H'.lution durv li looeemo ;",, .\inmonplio>,|)hat und o o;"., Am- 
moniak entzog di in Niedeiselil.ig nur ^ vom Invertin. Naeli weiten ii Mon.iten wunle »K r 

X’etsueli genau wieilerliolt DaHei lit Heii si» li ; i elnier< n. 

j, Heispil i: \'ou eitlem Neiit ral.intol\ s.d vom ;o. \ JI. lallten wir naeli j' ; Monaten 

.'(Kt eem mit lo g Hleiacetat. d. i. ' ^ der zur vollständigen NiedersclilagNHiKlung notigen Menge, 
/ur Idution dienten O'«» eem auimoniakaliselies IMiospli.it. Nur Invertin gingen in D«sung. 
In anderen Nersuelieii. mit etwas mehr l'.lueiis und in j Plutioneii. stieg die .\usHeute aut i;‘\> 
vom Invertin der HIeilällung. laue Naelialteriing von weiteren r Monaten veränderte dann das 
N'erhalten des Antolysals. Die Hdution unter deiiselHen Hedingungen ergab eine .\usHeute voii.^.* 

C Heispiel: Hän dureh ra.^elle Autolv.se mit l'oluol. also Hei >aurer Ke.iktion gewonnenes 
Antoly.sat vom lo. II. i wurde zuerst naeli : Monaten geprüft, joo eem mit S g Hleizueker 
gefällt, galieii an o.iproz. .\nimoniak nur 4".. des Invertins aH. S>gar naeh n Monaten gab das 
.\ntolvsat nur sehr .sehleeht elnierHare Hleitälhingen. Ivs wurde mit S g, d. i. der zur vollständigen 
Nieder.sehlagsHildnng erforderliehen Menge Hleiaeetat für jisi eem gefällt, und der Nietler.sehlag 
mit ICH) eem ammoniakali.sehem IMiosjüiat ehiiert. Die Invertinnienge lietrug nur Dann, 

in weiteren 4 Monaten, änderte sieh das Verhalten <les Antolysiits weseiitlieh. Die einmalige Klu- 
tion der Hleifällung aus ziv) eem-l’roben mit osi eem o.iproz.. Arsenat plus o.o5proz. Aininoniak 
ergab in versehiedeneii N'ersuehen 44 und 51 'V. die VerarlHÜtung in großem Maßstab (Hleifällnng 
aus <> 1 Autolysat mit ; 1 .\rsenat in : Plutionen) lieferte eine AuslHute von 6 j “o de‘S Invertirrs. 

Ivilie gewisse Wrbesserung rler Petition läßt sich öfters tladurch erzielen, daß 
der Bleiacetatniedcrschlag mit so wenig [21] wie möglich Pällungsmittel erzeugt 
wird. Mit beispielsweise (x) % der ztir vollständigen Niederschlagsbildung erforderlichen 
Alengo Blciacetat wurden öfters schon t) 5 % vom Invertin ausgefällt. Die Elutions- 
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auslx'Ute war dann holu r als K i Anwendum^ dii ^an/mi Hk'iinen^r. die 

von der I'lussji^keit verhraiuht wiid 

/. li. iia}* das wiolerlu'lt iT\Nalmte .W v.-m \ II j i |.. i N.-lKtaiKiiw'' iii l'.ill. n 

tlureh Blei uiui l‘.luit r» ii mit l'h<<v|ilKil luu I .!ulii'nv.iuv.l>< iiti- \,,n ; !><i!u l alK n mit ' 4 lUi 

l’.U-inu'nj^c woUi ; 1 des liiv rtins iiuilr!-« m 11 wutd.v ii 1 'V d»N mi Nud. 1 s. lilav .id- 
v-orBurteii Iiivi-rlms 


B. Darstellung und Fraktionierung des Invertins mit Bleiacetat. 

I. Hefen lind Atil «»1 vs.it r 

l)ie X'orlK'tliiimiie^in für die Isolierung de*' liuiitni" waieii in du'-i t wie ui dm 
/.wei voranj^e'^chickten .Vrheitv n iinKnnsti;^er aK anMlieim nd bei C S Ilt imos nml 
^<‘\vid un;4Ün''ti^er aH bei H. v. bj i.r.K und O Svamu;k<; sowi,- bei J Mi.isi Mii imi ic, 
Si (V\MH.\KJAN und b. die ulur besomKls en/.\ inieielu liefe .iK Ansy;.inv;s 

material verlüi^t lialxn. Sie war diinli v;eeii;nrti* bamilirunv; anl lioheii Invetlin 
-elialt ^e/.uelitet und /war mieli \. und Swwiiia«;' bis /u Zeitueiten \on 

pwi i)is Die Muncdieiier Hraumeiliefe, di ieii Inveitineadi.dl 111 dei Idiiiinieii 

Zeit vom Herbst miS bis lA bruai lo-'* in vidm Hrsiimmuni’.i n \eHoli;i wmdeS 
/ei:;te iin Hureliselinitt den Zeitwert >.ji. In den letzten i’ . J.diien ei);ab die Inssm 
einahlle Hefe di-rselllell Munellellel Ib.iuelei, wie die to 1 ;;( mir Zllsainilienstelhmi', 
Mkeimen labt, in nieikw uidi:^er l lM-ieinstininiunv: den e.k i< lieii 1 )ineiis( Imitts-^ndialt 
(Zeitwert an Invertin und alinliilie Sdiw ankun,v;en in deiie-rlbeii sie ^-.di abri 

in die Antulysate mehr Ivxtiaktstoffe ab und w.ir daliei fiii <lii‘ lnveitiny;iA\iimnny: 
norh Wellie, er \‘orteilliaft als dii- Hefe des jalites pjl'i 
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l’sehor r br aiihr ir n , M n iir hr u 

Oktober ivzi. niolnee^ntiid A; 

Oy- i I'.XjM»rtbji lll» fr ; } - 

Hie invertinreiehsle Hefe, die wir kennen lernten, war eine daiiiselie IbeiiiK rei- 
befe des HandeLs. Die von WibbSTÄTTKU und Stkihki.t'j in einer rnb rsm liune ula r 
nialtasearmc Hefen in enzymatischer Hezielmn;' iMsehrielx ne Kasse (vom 21 . II. 21 } 
hatte den Zeitwert 87 . Als wir alxr 9 Monate spater dur< h die (b*f;illi;.^kmt des H< rrn 

' Hiese Zs. IJd. 10;, S. 2<x^ loyio]. ‘ ICrste Abliandhmce S. m 

') Diese Zs, Hd. 115, S mii. und /war S. ji:, (lo’ij- 
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I’rofcssof A. jrjKCi-N.si'N in Kopenhagen eine größere Menge von dänischer Preßhefe 
des Ilaiulels Ix'sorgt Ix-kainen, war dies eine Hefe vom Invertinzeitwert 255. Sie er- 
wies si( h als nicht geeignet für die rasche Autolyse nach Ht'dson. Dabei lieferte sie 
in 5 Tagen einen Auszug mit nur in H Tagen mit ihres Invertins (ohne 

Verlust filtriert gedacht), (iünstiger verlief die Autolyse nach dem Neutralverfahren 
mit Ammoniumphosphat. Dabei gingen in 5 Tagen ()0% des Invertins in Losung, 
deren Zeitwert auf Trockengewicht lK‘Zogen 170,5 betrug. 

Von den nach zwei Verfahren der raschen Autolyse, l)ei schwach saurer Reaktion 
(nach Ilro.soN) und bei neutraler (muh Wn.r.ST.vrn-k und Rackk) gewonnenen Ilefe- 
auszügen hatten sich leider die letzteren, die schönen, invertinreichen Neutralautc»- 
lysate für die Invertingewinnung nach den [23] AdsorptionsmetlKHleii als ungeeignet 
erwiesen'. Wir gingen nun darauf aus, ein auch aut die Ncutralauszügc anwendbare^ 
\ i rfahreii auszubilden. Diesen Absicht entspricht die* im folgenden beschriebene 
Isolierung mit Hleiacetat. 

Aus der Autohse mit Toluol bei saun-r Reaktion (i Teil Ilete, 2 leile Wasser) 
betrug unsc're Invertinausluaitc'. <|uantitativ filtiimt gedacht, in 5 Tagen / IL (14 
und 07"'», aus der Autolyse mit neutraler Reaktion (i Teil Mete, i 'Peil W'asser, vor 
dem h'iltrieren mit einem weitc-ren Tc'it Wasser verdiinnt) z, H. 122. 1 15. Li')”" . niancl:- 
mal aucli nur 100, 10t), lOtS",, vom Invertin der llele. 

IH'r Reinheitsgrad der Autolysate, der aus den Zeitwerten bezogen aut Irocken- 
gc'wicht hervorgeht, war nach dem Neutralverfahn-u viel ungiuistigei als in unserer 
ersten Arbeite Waluend die Hefe damals Neutralau^ziige von den Zeitweiten 1.^2 
ins n.| geliefert hatte, betrugen in den \ ersucheu von November ii)2o i)is Dezeudiet 
i()2l die Zeitwerte 257. 255. 2.(7. Der Zeitwert eines Autolvsats nach IlrpsoN (aut 
Trockengewicht be/ogen) w<ir iSo eutsprechend den fruheien Zahh n \on Hjo bis 2(*t>. 
Diese Lnzymkoiizent rationell stehen den äußerst giinstigcii Zeitwerten gegenüber, 
die in der zweiten Arix'it beim fraktionierten enzymatisclieu Abiiau der liefe etzielt 
wurden', nämlich 7S und 55 und dem Zeitwert 45 (umgerechnet auf 15.5 ) des Auto- 
lvsats voll O. SvAMUiKC. * aus der invertinreich gezüchteten Ilete. 

.i/(//iV hiirrlinairkitfv^. 

Die Angaben beziehen sich aul I 5>5 gemäß der Delinition des luvertinwertes 
von C. ( )'Sri,i,iv.\N und F. W, Tompson und H. v. Kvi.kk. (romessen wurde sehr 
häufig nicht dieser, sondern der von W’iu.st.vttkk und Stkihkpt' vorgeschlagene 
[24] ..Vergleichswert'' (Zeit der soproz. Spaltung, mit 0.5 g. d. i. der zehnfachen Menge 
Hefe oder Praparat. bei 30 . mit einer Losung von nur 1,1^75 g Rohrzucker in 25 ccm), 
dessen Bestiiumuiig praktische \ orteile l)ietet. Sie erfordert viel weniger Lmzyin 
als die Pestimniuug nach (^’Sn.i.iVAN und Tompson. 

' Frste Ahhandliuig, S, i\ u. -lo. ‘ S. 5 ; u. cg 

' s;. 1 < Diese Zs. Itd. S. 05. und zwar S. 71 [i</2oj. 

' Die.se Zs. l»d. 111. S. 1 ;; ( lu.'o]. und zwar S. Uh), mul Hd. 115, J 1 1 [ i ]. und zwar S. 214. 
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IWr Zeitwert eri;iht '«ieh fab. aU'' »Uin W-r^leieh^/.i itwiMt dureli Multi- 

j.likatioii mit 

Tal'ill».- j \\ry:K it l! <U a )m j^Uai Mai’«.' Iiu liiNi ilni 


! Hl•^cau^/UK < I I nlll' ir .• l« il« \\ .•‘-s« i aii.l 

T«)lu<'l) i‘ ; JaliM alt ' ■ >■ ' 

t Monat .ilt ' i ' 

Dfs^l ' ‘ ’’ 

l’rajKirat an*' lu iitiaU'm 1 1« i« ant< •l\ '•at i/.« tt 

wrrt ! ' ‘1 
lU'-vtl 

j itiii(itinv;‘^vo! !in>;4eii dot lUoit allunu^ u 
l'm die Meii^i-n von HU-i/uckiT /ii viTeKielirii. dm fni dte ln vvitmlalhm^.ii 
il.irderlkli siml. bc/ii-lu n uii 'ii- .imI dm Mm[;i' A n i M>"'i<''di n i d.s Iiivi iliii'-. 
Ii. r ijiiiitimt HU-i;u rt.it : M Z.iJ, l .iii, uii-vi.-l IlK i.t. vl.il « i ilii.ini lit wiid, iiiii 
i|,i. Invcttiii s<i wi-itui'lK iiil /ii f.dlm, .d^ iiiitcl dm v;c,i;ct(m( ii li.•dlllK^^^;l'M i;<'( dll 
«, i(kn k;uin. Man crk.iin! au- d.i Tali S. daLl d.r (Jnutiml «.du mm Wi 
lahrm d.T Aiitolv-c iuk Ii v.uii .\lt.-i il.-r 1 lft. au'/.uv,>- d. iillu h li. |2sl «ud. 

-..u.Utii /aina.'list v..n <l.-i 1!. -. iMlU nlu it .Im ani;. wan.ll. iill. l. u, .lann b.a t. iii. i. ui 
Iiiv.Ttiu mii il.M Natur .Kt n.'i;l.na..lf.v II<-Mi. (.-runr.. u Kal" u .\ut.,lvva1.-, 

■ Ii. für .U-n Mmii;c /a'it iju..1i.'nt. n l .Uva ll k. aud. i.-, .b.- um u tu- Hl. i/u. k. i 
.■il.,r.lmt.ui. Hi.-M- ui.-.iiiK-t.u A.bl.u, .li.- mau b.i i;.-«i-.-u mit .\u.ui.iu|.b..- |.ba1 
zu-at/, b.T.-it.-tcu Nmitralaut..lvsat.'U bm.ba. bt.l.-, .liu.k.-u MmK.mi v..n ltl.ia..lal 
au-, .li.' ui. Ilt vi.'l Kf ’l'’" '' '•'"'1 ‘'i'’ ''"K' f'k.tl' l’li..-l'li.m-.m.' b. i. .li 

lu tmi .lirs war.'U 5.3 K .M-r K.-fallt «ird ui. bt Ul. i|.b..-|.liat . -.„„1, ni vi. l l'i..t. u. 

Tala-llc k. N'. jh.iltnm /uis. li' ii r.l. ia« . tat uiol hiv. ttin 
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Die zweite I'alliiii^ von Hleiaeetat im (iaiiR des Verfahrens ist, da sie nach dem 
(’herfiilireii in Alumininmliydroxydadsorhal und Ivluieren aus demselben vor^enommeii 
wird, der dritte Adsor)jtionsvor^an^. Natürlich wird dann bedeutend weniger Blei- 
salz verbraucht, aber doch noch überraschend viel, wie z. B. <lie niiotienten 1,7 bis 1,9 
in [26] der Tab. 5 zii^en. Die Ouotirnten Bleiacctat : i gellen hier noch 

weit auseinander. hN vermag also nicht f intacli eine j^t-wis'^c Bleifallung eine kon- 
stante Men;.;e Invertin zu binden, sondern es '^ibt Rut und schlecht adsorbierende 
I'allun^en. Invertin l)leibt aiu h in inam Inm Iki^jäcK-n zu einem bedeutenden Bruch- 
teil gelbst zuriuk, wenn vii'l Blciacetat verbraucht wurde. Die I'allun^ mit dem 
i;r(')(.Uen BinduiiRsverindj^en ftir Invertin wies den (Quotienten o,^ auf. 


5. .Metln)de und l’lajiarate. 

Die neue Methode dei Isolierung des Invertins ermöglicht, aus (K-n gealterten 
ilefisiuszÜRen .schon durch die einmalij^e I'allun^ mit Bleiacetat und Idiition des 
Niederschlags das haizsin, wenn auch stin Zcitwcit (5 bis 10) noch recht lioch ist, 
vollständig vom llefe^uinmi zu trennen, der in <ler Mutterlauge zurüekbleibt. In 
den I'dutionen sind dem Ivnzyin noch reichlich l’awciLikorjkT bei^emischt, die in 
allen l'allen durch einmalige Reini^unj; mit Aluminiumhydro.wd zum groben Teil. 
alHT nicht vollständig.; Inseitig;! werden. Wahrend für das X’erfahren von Wii.i.siattj.k 
und R.\ckiv die lodluii^ der eingeengten Ivlution mit Acct«)n wichtig und .M»«4ar iiotiR 
war, ist nun das Invertin in der Idutioii aus Tonerde .schon s»» n in (Zeitwert 3,5 bis 1,5). 
daÜ es sich von Aceton nicht mehr fallen laUt. Atis 5(» bis ()o'’„ Aceton enthaltender 
bösuuR fallt nur invautinanner Niedcrschlai; aus. zie^lcich erleidet der Rest des Bnzynis 
in der Mutterlauge Zersetzung. Die Idution wird daher direkt weiter verarbeitet, 
und zwar zum zweitim Male mit Bleiacetat i^efallt, Dabei zeigen sich je nach 
DarslellunRsweist' und Alter der Ilefeautolvsate ^roÜe rntcrschiede. hN kam vor, 
wie' die Zusammenstellun;^ einiger Beispiele in eler Tab. (> zeii;t. daß durch BKi- 
acetat elas Invertin zum zweiten Male vollständig oder zum j^roBen Teil oder nur 
etwa zur Hälfte oder auch nur zu e'inem };erinv;en Teile gefallt wurde. In solchen 
loilleii pflegte dann Bleiessii; das baizym vollständig niederzuschla^en. 
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TiilHlle 


Nä rhalteii ües Iiivertiiis hei <K r zweitrii hU ilälluny;. 


7 InvuliiiliSuiii; 

l .illutiK ibitvl» 
lUri.ureU 

ri*q».u.a .OH .ln 
lalhiiii; 

1 1 , lUeitüllun^ dureil 

NolRtäudi^. Rlu- 

Präparat </ 

Arsenal eluiert. 

tioii d. .\r.sen.. 

Zeilw. o,:o 

ronerdead.sorhat 
mit NH , eluierl, 
M.Z.(Q. .a> ; 

M/, 0 . J 7 .S 


: \, Hleitiilluuj,; mil 

Vollstäiulii^i, Ivlu* 

l*räp,irat 1 

Sex la eluiert, Tou- 

tiuii d. NH,. 

Zeitw. i 

ereK‘a(lse)rh. mit 

M.Z.(Q. -i.o 

r tieh. i.Sa 


l'tjjxir.it .OH (l< 
Ktstlo«»«K 


NH, eluiert. 

M.Z.g. o.a 
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<'X'. 


T.Oi I’ii ■ • i I-. >itM 


Inv » j'.iuU«".;!.-; 

/ 

. 1 .dn.tis; 

Dlc....<t-.t 

' 1 


Kt 

, j . lilcilalUui^tlurv li 

I'.lutitinrlnii !i 

riajbii.il 


I’t .Ijf. ll.lt h 

rhusphat chiuTt 

l’htt>o!iat >■/.. 

/♦llw 

M / i , 

Zt itW ‘ ' s 

Ttt!urtkatlM>rl'.it 

mit Nil; lUiurt 
MZ<J 

.< ''ik- Nr 

M z 0 : 1 

[28] 

M Z.n. 1' 

t lUH 

I'.hitifii 

tlurtli l’htt'-i'lDtt 

M Z i} ; ; 

rv.iii ... 

l’i.ij'.iial ! . n.D ]i 

1 ti.tlvsrZntw 
r t.ih s 

rr.tjtai.tl /. n.D h 

M <li I 
Plnisjilioi-sautt 
mul hi.tlvM- 
Ziit \v . 1 i 
!’<„!, ;; 


!• imh .. 

; I'.Ikii'sii wif Nr. 
miriint Nll .^t.ttt 
S*la fluiirt 

M Z .n 1 



M Z (,» s ,1 

l’l Ijt.ll.lt . 

Z.titu i'.'v 

f' I-.U-tlso \M' Nt 1 

M / <J 



.M Z (,) 0, 

/mii . M.ilt mil 

r.lti.D t t.tl t.illt 

n» \D Kt "-t 1 < •''Unj' 

M Z (,) 

niM lim.il . tiun li 

1 t >111 1 <lt .hIm l| j it ll lll 

kjtitin mit l’ho^ 
jih.tt t lUD it 

MZn 1.-; 

Kl .Ijt.ll.lt ./ 

Ztitw 

K C.tli 1 .■ , 

Hrstk- Blcifalluii^. \\\n <lurch 

nisclu- ( 3 t.iKiK‘') 

AutolssD \'ll] 1 , 

fiwi'nlfi.mlnl» 

(I/, von 23,1V’'' 

Trockni^k-wieht) mit (U-i dojiiHltcn W'.issii 

nnti-i ZtMil/ 


von Toluol ^;l■wo^nt■lR■^ Autolyscii'-afl ((>. \TI 21) IksUI (len Zi iUu rl Iiv/ok. n 
auf Hofe, und iKo, Im-zo^i'U auf Trockcnu'-wii lit. \ on il< ni d' • Monati- ^;l■altl iti 11 
Ik-fvauszatj; fiillU-n wir j(),5 1 17z) mit .),lo^; IfHzm km . das ist ys"- 'l' i 

Mi'iiKf, die in einem k'orversiu lie mit ' |l zur vollslandiiten Nii'di i-( lilaKs|,i|,|i)iii' 
IrenöfiKd worden. Der Niedetselilat; entlii.lt das Kesamte Iiiv. rliii Dr war inloly,. 
eines C.ehalls an Hleisulfid liellhraunlieh^rau, f;rolifloekin und volmiimos, s, hlei lit 
absitzend. Diese Talluni; wurde mittels der Zentrifnt;.' abKilreimt uml am bisteii 
in ihren Bechern unter wiederholtem Anruhren mit destillii it. 111 Wasser uewasdi. 11 
Auf 30'/,l-ZentrifuKenKla.si'r[29] verteilt, füllt.' sie .liese zu . twa '/,. Amh .li.' zwei 
maliRC Elution nimmt man am lösten in «len /.eitfrifnt;. ids-. h.-rn vor, in .l.-ii.'n si, li 
das Ehtens gut mit dem rasch dichter werdenden Bleinie.lers. hlag verreiben laüt. Itafm 
dienten zweimal b'U bis 7I o,5i)roz. Dikaliumarsenatlosung, .lie nodi .1,05".. Ir. ies 
Ammoniak enthalt (Itereitet aus S<>g Dikaliurnarscnat mit ,v.<cm iproz. .\mmomak, 
auf 10 1 aufgefüllt). Die Elution, die hellgelb ist un.l nmh den schlechten Deruch der 
Aiitolyscnflüssigkeit bc-sitzt, wird durch Kieselgur auf gehärteten l-ilt.Tn volUmds geklart. 
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l)if AiislH'iitc betrug in inist*reni Ht-isjm-I bb'o (M.Z.O. 114), in vielen anderen 
über 7<J bis 85%. Die Losung laßt beim Koehen noch Trolein aiisfloeken, >ie wird 
reichli< li von Hleiacetat sowie von Ferrocyankalium mit b‘ssi^säiire gefallt. Hefe- 
gnnmii enthiilt sie nielit. Kaolin adsorbiert aus ihr, wenn man mit b>sigsaure ansauert. 
das Invertin glatt. Aber wirksamer für die weitere Reinigung i^t die ('l>erfülirung 
in Tonerde. 

Reinigung flur('li Tonerdeadsor j)tion. Die i}l Idution säuerten wir mit 
Kssigsilure S('hwaeh an und versetzten sj»- mil 5.U 1 .\lkohol, naehdem mit eiiuan Teil, 
einem Siebentel, die zur vollständigen Adsorption mis alkoholhaltiger la'isiuig nötige 
Menge Alunüniumhydro.wd ausprobieit worden. Sie betrug 7.1 g, davon wendete 
man */s an, Da das Invertin gogeii .\lkohol schon recht empfindlieh war, mußte die 
Opc-ration mit nic ht mehr als je* .! l Idnticm tnnlic h-'t rasc h vorgenommen werdem. 

I )ie 'ronerdesiispension ließ man in clnmiem Stiahl unter starkem Rtihrc-n einlauten 
und trennte* die invertinbc*ladc*nt‘ in einer rasch aiislantenden Zentrituge von der 
Mutterlauge* ab, die* ('ie*rue‘h und h'arbe* behielt. Das mit rein(*m \\’asse*r dreimal ge* 
uaseheiie Adsorbat eluie*ile*u wir zwei .Male*, im ganze*!! mit ul o.iproz. .\mmt)niak, 
in anderen \’ersuehe*n nur etwa mil de*r Hälfte dieser Menge. .Man kann nach dem 
.\nrühren in dc'n neche*in der Zentrifuge* entwe*der in die-se-r die Ilaujctmenge de>s 
'ronerdeschlammes be*seitigc*n und durch Absauge*n mit e*iner diinne*!! Schic ht Kie*.se'lgur 
auf gehiirte*te‘U biltern sehr rasch volle*nds klaren [30] ode*r statt de'sseii die ganze 
Suspension auf gehärteten lultern absaugeii, was me*hr Ze-it erfordert. 

Die hdution, fast farblos und geruchlos, gab noch zahlreiche J^iweißfallungen. 
blieb abe‘1 be*im .\ufkoche*n klar. \’cu! amnioniakaliseher Silberlösung wurde* sie nicht, 
aber von Kupfersulfat st.!rk gefallt. Die Idutionsausbeute betrug /O.^^’n 
(M.Z.tJ. 80,5), abe*r als die* l''lü.ssigke*it vor de*r nächsten l'ällung vorsichtig im 
\’akuum zum halben \'olumen eingc'dampft werden mußte, sank der Invertinwe*rt 
auf M.Z.^A 71.7: aus dem 'rrockeiigewicht einer Probe berechnete sich für das In- 
ve*rlin der Idution de*! Ze'itwe*rt 2,75. 

K indampfen im \’akuum. h'iir vorsichtiges .\bdampfen wäßriger I,ösunge*n 
in großen Mengen fehlen den chemischen baboratorien zweckmäßige hanrichtunge*!!. 
Man pfle'gt mit zu geringer Wärme'zufiihr zu de'stillieieii. die Dämpfe durch zu enge 
Wc'ge zu fuhren und gläserne Vorlagen anzuweiiden. die für die Kühlung unbrauch- 
bar sind. Die besten Ratschläge hat I*. v. Soxiii.KT' be*i der Beschreibung .se*ines 
\*erdamt)fapparates für große Idü.ssigkeitsmengeu ge'geben, der mit einem sehr wirk- 
samen metallenen De)ppelkugelkühler ausgestattet ist. 

Die X'ersuchsaiiorduung von Sdxhkkt haben wir in einigen Beziehungen ver- 
bessert : z. B. durch Anwendung einer lei.stungsfähigen rotierenden Ölpuniixi anstatt 
der \\'a.s.sei Strahlpumpe, einer kupfernen 5 l-v^augtlasche statt einer gläsernen als 
\'orlage, einer v^ole von minus zum Du rohst röiiien des Metallkühlers und des die 
X’orlage enthaltenden Bottichs. 

' Chein. Ztg. Bel. iS, S. 7JI (iJ^oal- 
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]>ic Sole wird von oinor iin KriK-r .linkt iintoiluilh iU> AilHil-niuiius stilu n.Kn 
Kohlciisäure-Kaltoniaschiiu* von I, A in ^vli.üit mul vmi 

riiK*r klcinc-n Zentrihi^alpiiiniK' diuih oino -ut isi.lunto Kohil. ilun- /.n den W ntiK n 
-rdiückt, um von den Apiiarntoii kontinim ilirh wirdoi /um S.'KlHli.dtn in «im Krll. i 
/uruck/.unk'Ucu. Dio Kaltmnascliinv K isti t Inr du- Kulduii:*; dm Ch].>u .dv luiiilnMm- 
in der StuiuU* Jjoo Calorimi lud rnnmi Kialtlu .l.nt vmi 1.75 l'S Im .K n K.Miij.i. sMn 
An Stelle ilis von Soxm.KT an^tw andl..ii [31] W'asM ih.id.-, di^M ii 1 eimptm/rm.um: 
amli mit M-eli'^taeliem HrmiiuT nieht amniiht. vmumidmi wir i-m .m du Pampt 
!.-itun;4 an^ese}ilo>s<;*iR*s liad mit idiu-r l-il/autla;^.'. um ^t.nkm mint/. 11 mul du Wann, 
/iitnhr dem tkini; der \'erdami)funu hossm- anpa>M n /u k..niu n Aul .Imi l‘il/im,’ 
ist ü'St aufKesot/.t der kurz- und wcilliaKi^c jmiam tda<koll>mi v.m ’ , Im- 3I Inhal! 
dmn .lureli ein Naehsau;^rr.»hr oliiu* rntnilm. Imn^ dm h. stilkition lu li. hiy;.' l'hissi;,' 
k. it^mmiiimi zuy;ft'ulirt W(.‘i.Imi. Dir Wry;r .irs Dampfrs { K.»lhrnIiaN. Ahl. ilniiK^ 
itdiri haben M-lir i^rolV- 1 )uiehmr'->. r. Ihr DrstiHntion wii.l, wir Snxiii.i.T ainuy;rlu n, 
mit Wasser })ri;onnen, um 1 berliit/uni; d. r tmiipmatnirmplindli. hm I..'snm;. ii \ <>! 
I>ry;inn .irs Sirdmis /n vmhindmn. Sobald si^ h Darnj.lblasmi .•tit\\i. k. h), knhit ' i, h 
d.'i K.»Ib.-ninlialt schiirll ab, und wmin dir p. w nmu-litr Tmiipriatm . ii. i.ht ist. kann 
mit drill Naehsaiiytmi drr iMizyml.isime. bry;onnrn wrnlmi. I)a .li.- na. hsti.iiiu iuh' 
I' hissiy>ki‘it I.ult mith.ilt, ist rs miiuitii:, riiu- Capillair aii/uw. iulfn Das Zidliri'« n 
wird mit rinrr Klemm^.'hraubr so rrituli. it, daL'. .•bnis.. viel b.isun;.*, na. list loiiit als 
W .issrr abdrstillimt, so daU die l'liissiy^krit-mmiitr 1111 Kolb. 11 aiinahmiul y;l. i. h bl. ibt . 
W mm alle bdsuni^ naeli^rsauy;t ist, wird di<* Khminist hianlu' pan/ prsrhlos M n mul 
<!as Naeli^auprrohr durch eine Capillarr msidzt, «la .lir Klmiims« hiaub.- all. in kmiu 
prnnpmdr Reprhmp des I,uftstroiiirs erlaubt. Dm dir Drstjllatioii ab/nbn « hmi, 
lalit man mudi (Kmi Abstrllmi des Dampfrs .lir Tmiipmatni im Kollx 11 w. it. i "ink.ii, 
\rrnirhrt das I’unströmmi der Luft durch dir Capillarr und nnt.-rbrit hl dir \ mbindnn/, 
/wischen \'orlape und Pumpe. 

Die Drstillalionstemj)eratur b.trapt i.| bis 17 (l>m S<>\iif.i;T mil. i .Xnw.ndnm: 
filier Kalteinisciump 24 bis 2b ), dir Lristunp in dm Stund.- 2 bis ; 1 

iMalyse'. Die Kollodinmdialvsator.-n waren Ix-i mat'.ipm Di. k<- Im Inv. itiii 
-cht undurehlassip, sic sind aber an« h als Irirlit hydi..!\ '-i.-ibair mul I.-i. ht i.-.ln/u rbar.’ 
Salpetersaureester der Cellulos.* nicht so in.liffrrmit mul hannh.w wir [32] p.-wohnlich 
aripenommen wird. Wir verwenden als Dialysaloimi die sop. Imm hblasmi fh Handrl- 
nnd halten durch unuiiterbrocheiirs Junleiten von Sli.kstofj di.- Idnssipkeil in !. b- 
hafter Bewegung. Die Dialyse* erfolpt pepen stroim-ndrs d.-stillirrt.-s Wasver und daiu rt 
P^'w-ohnlich 3 Tage. Leider sind abe r auch diese Dial\ ^atore-n un/uverhis'dp. l)ie Pio 
teinsubstanz dieser Häute unterliegt Zer*^etzung«'n, ihre slit kstr.ffhallipen Abbau 
1‘rodukte gehen in die Phizymlosungen ülu-r. I berdies ist i-s ni( hl aim-^t.-w hh/v < n, 
daÜ diese Membranen Invertin au.^ seinen reinen I.osungen adsfubjen n 

^gl. den Ahsehnitt Zur Dialyse " in Abljandlung I, S. "■<. 
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Zweite li leifall uii^. Das \ erhalten des Invertins ist naeli der Keinigun;^ 
mit Aliiininiumhydn)xyd noch in solchem Maße von seinen Beglcitstoffen abhangi)^, 
daii man für die weiteren l'iillun^en mit Hleiacetat nur Beispiele, alnT keine Regeln 
geben kann. In unserem Versuche, den die Tal), 7 vollständiger darstellt, als es 
in der Beschreibung geschehen kann, sind » ^ aus dem Tonerdead^orbat ehiierten 
Invertins bei der /.weiten l'üllung mit Bieia< etat in den Niederschlag gegangen, wahrend 
in eiman anderen, sonst ähnlichen N'ersiu he. di*n die Tab. .S wiedergibt, die h'allung 
das har/.ym sogar (piantitativ enthielt. 

Dabei, aber vielmehr bei noch lidlu rem Reinheitsgrad hat auch die N'erdunnung 
des Inv(*rtins einigen Binfluil. Wenn seine verdünnte Lösung auf Zii.sat/, von Bleiacetat 
klar bleibt, so gibt sie gewohnli) h nach dem b'iuengen weitere, oft noch beträchtliche 

[33I '[.iIkIIc ; ^o•i^pi(•l <ler l'r;iklinui< rutig üureli Rleilülluiig. 

1 . I ; kg raauereilieti-, /.« ilw. 286 M Z (J, j :< > 

-:o ; 1 .\utoly>at, /.« itw l.c/, ;ml I n« k« iigt wie lit 180 M Z IJ i;- 
Vellstäiiilig«- lUei.uvtaltällung 
Idutiou «lureli .\rseual oo".. . M Z.O iU 
'roner<lead.M)rl>al 

l'.lution durch .Xujiuotüak, M Z.O. Sk e naci\ 

l'.iudauiptVu 71,; (Z«it\v 2,75) 

11 . lllciaeetatlälhuig 7<)"« : Ke.sllosuug ji“.*. M.Z.IJ, ic 

♦ eiugedaiuptt (tlurcli Neilusl m) 

l'.lututu tlurcii .\i. Senat. 

M.Z.O. ;«> I (Zeitw 0,35) 

III. lUeiacetatlallung Jfi"'.. 

; Uestlosung 71 "o, M.Z.O. 


l'.lution <lurcli Ar.seiiat 

IV. HIeies.siglallung 

Kcstlosung 

3S% M.Z.O. .1,0 


M,Z.k>. U'.ü 

i 

Blution durch Arsenal 

T 

Ihugeeiigt M.Z.O. 3,3 

50"., M.Z.O. 2.3 

eingiTUgl 

Dialysierl j,3 


M.z.y. 30.1 

Ih-äparut 7» (Zeitw. 0,29) 

V. HIeie.s.siglallung 

Rt“stlosung 

(l’-t»elialt 0.0.’) 




Idution durch .Arsenal 

M.Z.y. nach Dialyse* 25 


io"o M.Z.t). - 0.53 

rrajKirat n, (Zcilw. 0,636) 


▼ 

(I’-Oehalt 0,006) 


Oialysierl M.Z.Q. 0.3 

♦ 


l'räparat (* 

a. d. Hälfte 


(/xitw. 0.54) 

Tt)nerdeadsorI)al 

t_ 

Phosphateliition jo 

M.Z.Q. . 3,0 

Dialysiert und eingeengt 
M.Z.Q. -= J.6 Präparat n, 
(Z^itw. 0,35 bis 0,48) 
(P-Gehalt 0.078) 



Zur Kttuilni-- .Ics hiNutin-, III AMi-iii-ll 


( 34 l 


r.iKlU- S. Zwiitc-' lU i'.jMil (U r ki jjus^umv; «iuu 1 j Ülni.iH 
1' l Nt N.»t M / (J. >.• /iitw U -• .u:' 

1 1» H kl nwt w u hl 250 

l'.r^ti lUi lai I t.ii ( \ • 'IKi > 

kUiUoii ilniih ri\t»ph.»t M/«t ... , 

ii-IU I.li 


^’V 


l'huiou (iutili Aiiniu-ni.ik < . “ M/(> , u.i. 1, 

/.^\l lt^ klrKit rl.it l.tlliuiv; I \ t >llsl .iinlli.' i 

l-.lntii'H (lurth AimimI M/(» * 

Wr.ill'iltuil)^ iln rlslril ll.tlllr 

N.uli Ansi.ilU ii , 1 , N AiMiiv M / <J : ■ : . 

Itritlr l'-ln.in KrsUovuii^ . . ' . M/ ( i 

l'.hllKHl ihin ll AlMlMt I .lIljL'i rll^t M/( i 

Ik IMI strhrll /rlM t/t , 

I M.tlvsii r t MX 1 • I s - 

l.nik'irnL’t M Z 0 i 1 . 
l'r. tp.ii.it / i/iitw 0.20 
I' l.rll.ill . ' , 

\ t r.irl'rltuili^ 'Irr K.illtr 

l>nlt« 1 alliinu' <liU' h kl» U imiII-I.iikIii;) 

I-.lutinii 'lurth Aisrii.it M Z (.1 i- 

N.i'li Ausl.illiii 'Irs Aistiis MZ.i) 

1 MIli'rrllL't M /, ( K ' . 

lu.ilysirrt M Z. (.p ^ 

rr.ip.ii.it 11: (ZnUi 0,29, l'ihli.ill •• ,1 

1 illuni^rn. J)it* Koii/.cnt rationsiintiTscliifdf Ix-i dt i zwcitt ii Ki iiii^iuit' mit l'h i.u t t.il 
^‘■arcM nicht Mcik^c-Zi-it nii«/ticnl i war in nii'scrt in V’crsiu In- in lovtiii, 

• n anderen Beispielen in 75 bis etwa iooieni i nthaltfii. 

Die ^an/,e Men^e der I'diitidii sfr^et/.teii wir allinahlieh und \(iisi( hti;; niil dt in 
Bleiaeetat, indem wir in einer Ihttln- mittels einer klt im n Zentiitny:'’ nntt iMi' litt n, 
"h die Flüssigkeit luxh wciterin Zusatz vertrn»:, <ilin<' tiaL' Hh i in <1* r klaicn I.'i'Unp 
mit Schwefelwasserstoff nachwi i''har wurde. Fjft>rd< rli( h wan n hit r .:<» i; l'd' iznekei 
Die Haiijitmen^e des Niederschlags setzte sich heim Zentrifti;^ieren '^nt ah, tlie Best 
k'^un^ ließ sich aber erst durch KieK-l^urfillratitni klaren. Diem- (35] Mut tt rlaii;'/ 
(.M.Z.O, 13) wurde gemeinsam mit der die Hanptmenj;«' th -s Invertins entlialti tnit 11 

'veiteren Kestlhsun^ (M.Z.O. ?h,.S) verarlx'itet, wa-h he die l-dntion th s zw« itt 11 

hleiniederschlags Ix-i erneuter F'allunj; mit Bleiacetat hinterliet'. Die \( rt ini^ten, 
^■‘*n den Bleiniederschla^en abj;etrennten Flüssigkeiten wurden l in \ iertes und na< h 
l'anenj;en ein fünftes Mal, uiul zwar nun mit hasisdiem Bleiatetat j^efallt, bevor aus 
der letzten Rcstldsun^ (M.Z.Q. 25) dun h Dialyse untl Fji]ilanij)fen das Aiialyseii- 

>' I nrvTjir 1 ^ 
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|>riii>arat.«,, iKuh crnoiiter Kcini^ung mittels der Tonerdeadsorption das Praparat 
liervor^in^. 

Diese Inverlinpraparate aus den Restlosun^en sind infol^'e der genügend oft 
wiederholten Ahsclieidiiiig von Illeiniederschlagen die jdiosphoriirmsten. Ihnen steht 
gegenüber das Invertin der Illeiacetatfallung, das den Phosjdior niitschleppt. AIxt 
auch hier gelingt es, dadurch, daü Phosj)hork(>rper beim hduiereii in den Bleiver- 
bindungen zurückgelassen werden, sehr phosphoraruie Präparate zu isolieren. Zu 
diesetii Zweck wurde das Invertin aus der zweitefi Bleifallung durch Arsenat eluiert; 
aus der 1‘dution ( jl, M Z.^J. 50) nach Ausfallung dir Arsensaure mit Magnesium- 

acetat, Ammoniak und Amiiioniunichlorid zum dritten Male mit Bleiacetat (üg) gefallt 
und wiederum mit Kaliumarsenat (nun von o,J5prozentigem mit 0,05 "u Ammoniak) 
freigelegt. Die bjul ionsausbt'ute Ixliet .sich dabei aiif J«S% gegenüber in der 

entsprechenden Pha^e des V’ersuchs der Tab. M. Ivs ist wahrscheinlich, daß eben 
dieser Schwerzei legbarkeit der dritten oder einer noch spateren Hleit.illung die enz\ - 
matisclie Reinheit, namentlich der niedrige Phosphorgehalt dieser l'raktioiieii zu 
verdanken ist. 

Schon in der bdution aus der zweiten Bleitallung hat das In\’ertin einen die bisher 
beschriebene Konzentration übertreffenden Reinheit.sgrail erreicht, der durch den 
Zeitwert 0,35 der Losung ausgedrückt wird, hj ist durch die weiteren l'raktionierungen. 
weleh(‘ die Tab. 7 verzeichnet, nur noch ganz wenig verbessert worden; die Zeit- 
werte der Piaparati' «j, 0 und /> senken sich bis zu 0,29, die ])esten Zeitwerte, die- 
jenigen der Präparate / und m der Tab. S bis zu 0,29 und 0,20. Die Zersetzlichkeit 
des au Schutzstotteii armen Lnzyms und die Xeuaufnahme von Beimischungen, 
hauptsächlich aus [36] der Dialysatorsubstanz, haben die durch weitere Anwendungen 
der Adsorptionsmethoden erzielten Wubesstuungeu aufgehoben. 

In einem anderen, mit iS I Autolysat nach Ilrnsox (M.Z.n. /S.g) ausgeführten 

Versuche, 7 der Tab. (), erreichte die Ar.seiiatelution (M.Z.n. =. 27,8) aus der zweiten 
Bleifälluug bei einer Ausbeute von 87% den Zeitwert 0,26. 

b,s scheint, daß die Präparate aus den Bleifällungen, die schon früh im Gang 
der Reinigung den Hefegummi verloren haben, etwa vom Zeitwert 0.35 an empfindlich 
werden, also schon in der Idution aus dem zweiten Bleiniederschlag. Nach den weiteren 
Bleifälluugen ist in den Idutioneu und in den Restlösungen die Zersetzlichkeit nixdi 
ge.steigert. Die Lösungen werden schon bei mäßigem Linengen im Vakuum enzymatisch 
schwächer, weitere Idnbußen an Invertin erleiden sie bei der Dialy.se, nochmaliger 
\ eilust trat ])ei vollständigem Ivindampien ein. In diesen luseheinungen war alxT keine 
Regelmäßigkeit. Wir beobachteten Invertinlösungen, die ihre enzymatische Wirksam- 
keit beim v^tehen teilweise oder gänzlich einbüßten, andere, in denen die 'Abnahme 
bis zu einem gewissen Punkt fortschritt und dann Stillstand, endlich auch ganz halt- 
bare Lösungen. Namentlich die eingeengten reinen Lösungen nach der Dialyse änderten 
bei wochenlanger oder sogar monatelanger Beobachtung ihren Invertinwert, wie die 
Tab. 0 zeigt, fast gar nicht. 




Zur KeiuUniN di 

s liiveiliin Ul .\bli.indl 


Oy) 

TaU lle . 

best andpeki it v 

.'U 1 n\ 1 rt inb'Nnnj^en Im 

■nu Stehen 




[37] In lU'i AMkiikIUim^ Ü^LVh wii nur <lu- ;4tlh u. ilir <irH tKiik.n 

ivolivitcn Invcitini)raparatt.-ii (Nr. 171 und 1;.:, Ni 17;, n.-.:',. Ni ,.3,7) 

!i.u h dfiii Wirdfraiillusrn /.ukaiiirn odi-r aii''Ualun''\\fi'^r narli dci Pi.ih vr uuuiittclkai 
MU dnu AlHKiiui>t( ii (Nr. 17.} ‘>,551. l‘N \\ai aiu li in « iin ! An/.alil mui l-allcii (S. hx» 
uiai h»ii ''ilion trh-iclit wordrii. »laÜ l{mdainj»lrii nn<l l>iai\M- (»hnc Wählet vnlirl, 
'Aahh inl in andrrcn lU i^picK'ii ix‘i den K‘l/.ton ( )jH‘rali<MH'n l''.n/\ iin inljiiltr V(»ikani. 
\’o!i dfii I''ia;(,‘l)ni><rn der Reiiiivpiii:^ und l'iaktionirniii;^ na* h *1*1 rdeilalliiii);‘'nu'(li(>dc 
].ikd ''ieli nun ein /.ulri-fteud**s Idld nur mit den hua-itin/* itui it* n d* 1 I.i>''Un|M !) \mi 
d.eii letzten \*ornalunen ^el)i ii. 1 >alu r >ind in ili*- 'ral», <<. 7 und S »li*' /a lt weite 
da r iifUeii l’rajKirat*' auki;(,au)inmen, di*- au^ «len 'ri(K'k*-iii.3-uii ht* 11 nihl d«-n * n/.\nia 
tiM la ri WirkuiUieti \<>r dein I{in<iani]»l«-n ]>er«'* lm< l '-iml. nn«! diic /alileii wuhh ii 


1 d-« llt 1 . .\ Itii .1 h III e il ( r 1 11 vrT 1 1 n u 1 1 k 11 11;.’ k< nn I . nid .1 in ]• l < 11 n 11 ' 1 I » 1 .1 h' i* i ( n 



i lutK.n d j. rdntall. Tal., ^ 

• d. r r.d. ; 

d. 1 T,d., ;■ 

■ 'kr lall. ; 

• ‘l«r Tal.. > . 

' ■ di r lall. 

dir Tali e 
s d*r Tal., «. 

'1 dir lall. 
di r Tab * 


der Tali.V, 
der Tab. 
der Tab. r, 


bl. ili.dt iy, 

111 . !il bi stiimiil <.e 


,> j . , . . . I 

>' I'/ 


). /aiH \ 

( fiiiiiiiii 

I 1 a <) /an 

"t; "'i 

filtriirt <>'■; <•</ / 1 

..',3 1 ZI 


auch [38] hier angeführt. Wenn keine Aii>flo(kung eintrat und keine l-'il1ratie»n notig 
" ar, so setzte man also die Invertinwirklingen der Jdutinn* n un<l « 1 « r Kintlösungeii 
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vor (Iciii HincnK< n, DialysitTcn uii<l Abdaiiijjfcn in <lif Rcclimin;; t-iii. liiese Darstellung 
der Reiidieitsgradc soll in der Tab. lo durch die viel un;;nn''tigeren Zahlen ergänzt 
werden, welche die Invertinpräparate nach dt-n letzten ^,)j>erationen ergeben halK-n. 

Die neuen Präparate gelHii, wie die folgende Zusamnienstelhing zeigt, keine 
charakteri.stischen Reaktionen, manche liefern zwar mit Pikrinsäure und mit Phosphor* 
W'olframsäure Niederschläge oder Trübungen, aber walirsiheinlich mir infolge on 
Verunreinigungen, die aus der Substanz des Dialysators stammen. 

\ < einierr I n \ t i l i ii pr ap.t r .t t « 

\t>li ln•llllnJ.' I, Nr !;t \i'li ■ii'llui,.- M N’ j / u, 

i/tUwiil .,7.- I.i- I, /iilu /-Uv» ' 

..'I.t/ : |.!.v /-ptr 

s« luviu lief .Xicüt rsrhl.a,' 

stark«- I';illiiiig Irulume 

« in u« mg Ntidi rst hl.ig 
r« «hi/i< 1 1 

pIsllU 

C. Phosphorgehalt der Präparate. 

I. Die analytischen Meth«Mlen 

Von den tolgimden analytischen Angaben, die sich aut die verscliieileneii Prä- 
parate und auf verschiedene Fraktionen der wenigen genauer untersuchten Pra|)arate 
beziehen, sind allein [39] dit‘ den Phosphorgehalt betreffcmleii altsehlielteiid, Dagegen 
sind die C-. II- und N-Hestimmungen nur Vorarbeiten, welche die Mangel unserer 
präparativen Methoden aiifdecken sollen. Namentlich die Stickstoflgelialte des In- 
vertins sind noch we.sentlich getid.scht durch Heimist iinngen, die liei «ler I'«>rtfnhrung 
(h'i \'ersuche vermieden werden müssen. 

Die (»rundlagen unserer analytischen Angaben werden in einer demnächst folgen- 
den Abhandlung von R. Ktiln*: ..Zur Mikrobestimmiing der Phosphorsäure“ ein- 
geheiul behandelt. Darin wird erreicht, daÜ die alkalimetrische Bestimmung der 
Phosiihorsäure im Molybdatniederschlag sowie die gravimetrische Bestimmung als 
.Molylnlat bis zu sehr geringen Phosphormengen anwendbar werden (die maUanalyti.sche 
bis unterhalb von 0,1 mg P, die gewichtsaiialvtische bis 0.03 mg P) und das (iebiet 
der nephelometrischeu Phosphorbestimmung (ungefähr von 0.2 mg P an abwärts) 
beträchtlich überschneiden. Die bisherige Lücke zwischen der üblichen analytischen 
Bestimmung und der nephelometri.schen suchten schon H. v. Iu'i.kr und 0 . v^\ ax- 
HKRG' in ihrer Arbeit über den Phosphorgehalt des Invertins zu überbrücken. Für 
den Bereich von 0,1 bis 0,5 mg P empfehlen v. Kui.kr und v^vaxiihrg eine auf ; 10% 

• 14. 


Bl«iaee(at 

Has. nU-iai'ctat 

t'raiiylaeetat 

l'\ liIiiigMlie I^oMing 

l'elilingii.'u li lüliit/einml 

Säure 

Milloiis«'lii* U«'akti<)ii 
liiiiretprohe 
Probe voll Molis«-li 


Diese Zs. Bd. n S, jSj [io.mI. 
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(WM 

-fii.iuc MikrolK ''tiiHimin'^. die aut ^ lujaiiM-lu i K.diluieiun;^ tU i so ^eriiii^en rjiusjthoj 
v.iiuemciu;en l>t“i der Titialiou der Molvhdattalluuy; mit " ..-NaOIl Iviuht. 

nie tuleeiideii IMinsplmranah m n aiisselilieülieh Mikiolu-st Jimmue^eii, sind n.ieh 
Ze!’'t<'r\iJt;4 ^k-r ur;4anisehen Suhstan - duieh die Suda-SaljK tei -Sehiiu 1 /e in eiiieni 
i’latniseliittVlieii zuiu Teil nach dein Wil.dmn von 11, l.n.ir ^lavinutiiseii .uts 
-oiunrt. /um Teil nephelonietriseli naeli ll. Ki laNMANN , I >ir ('.t-w u litslu st unnmn^en 
v.viden Ins /n T*('.ehallen von (t.;, oder o.j",. an-^iui ndrt und /wai h* i so jihos|K)i 
.Mineii rra|)aralen mit Jo his lo m^ Sul»st.ni/ mtsj.n elu nd o,i.;> i>is ..,o.;iii- p mnl 
[40] J l'i^ Molyhdattallune i der miMjliidu- IVliK i hetruy . \ oni e/ lundeiieii V 
ITir die noeh viel piios]dioiarmeien Piapaiati- /. P ln\ertin nut 0.00(1'',, p w.n 
:h- mit Strvelininjdmsjdmrmolyhdat in s.il/>anrm Posuny; aus;4»-lulnte neplu loiiu t iisehe 
i;i"-tinunun'j nach 11 M-hr i)eliiedi;j»‘nd 1 >ie Plio'-phoi iiuiiyteii ejny^rn 

runter Pis o.ooof» m;^ in J-S eem. du- angewandte Sul^tan/ lnaiua, lo m;.;, der Mol\h 
datniedersv hlaj wurde o.o^ niv; ausmaeheii. ih i inoi^lielu- In lili i stu;^ auf lo"., 
oin ;jelundenen P, \n-\ etwas y^roUeum Melly^eil llUl .ml y’o. 

nie Phosjilioihestiminunv; in den miol-e dei Pdution dureh Aisenat aus PU i 
’.illmrjen .irsenhalti;j,en Präparaten y;eseliali imkioanal\ tiseh naeli Pnlleriiuny; iles 
\i eim ents|ireeliend «ler Von P 1 AN NASCH und T Siaitja,') einpfohUnt 11 ..Pestimmniu' 
e.iid Tiennuii'j des Aisfiis dureh einfaehes Koeheii seiner sal/s.mien !,<»sun;'. Pei P.ey.en- 
,iit v<tn II\'di.izinsalzen und Piomkali" Itas Arsen <ell)st eiinittelten wn tdK*nfalls 
mikro.inalvtiseh inn li dein 111 1 '. P 'rKi.Al>\via.i> nn.intitativm Aiialvso (- Aull,, 
: oi;, S i7Ji au:jefulirten N’erlahien von C K. SAN(.i-a< und < ». V Pi.wk'), in die^i in 
i illo naeh X'era'^eliuU'j mit Neumannsehein Sautev;i inis» li. 

Pliosj.poi halt iy;es Irncitin. 

Piist re Pestiininuirjen fies ori^aniseh v;e))un(lenen i’hos|,hois 111 ih n na» h W'iij. 
'iS'iir.K und Rackk mittet der Adsur))tionsmethode ;:(reiniy:ten Piapaiaten /ai;;1 
in I iK-reinstiinimurj mit (Um Iu;;ePnissen xon II. \ Pa i.i a^ und t r. S\ .\Niuao; Pro 
p<iiti<malitat zw isclum Phnsplioryrt'lialt und en/.ymalist lier \\ irk anikeil Das Produkt 
Zeitw» r‘ • "o P lie;jt in eini'jen Peis|neU ii von s<dir weit differicicinleiii K( inheil' 
jrad iMinutenwert ij Ins i) und aus Mpr verseliiedeiien naistelluny.;swt*is, n in den 
( ii-eii t'.renzA-n j.j Pis l’m die Präparate \on Pa iaa< und SvANin.m. l»« re hnet 

aeh allerfliii'js ciii etwas niedriyn res Produkt, nainlii h und i.s;. niese nillerenz. 

konnte wohl d.idureh erklärt werden, dal« andere k(thU h\ dratsp.dlendf [41] Paizym«', 
die in ilirer Zusaruinenst-t/aini; der Satelraras«- nahestehen wurden, dies» ni wirksainem 
'•<ler vt nlorlxmem Zustand be^leitcm urnl /.war Pei \ers< hied«m»m Helen in \ers« hi»-<lenen 
Mvnmmverlialtnissen. Der Ouotient Saeeliarase/,eitw('rt : Kalfinas»-/a'it w» it Pelrayd 

11 Pu h in 1* Pkioa. Pir <juantitative «iryianrM lu- Mikn.iHi.ilyo in ihn mi;', H lai 11 
At«l, Thaidens Hdh d. Piok;^. ArlHitsimlho»U u Akt. I T» «1 < I.trfy n s e- j 
hÜKheni. Zs. Pd. ve S. i</, V ti> !'<> [ini'/), 

) J 1 lür prakt. chein. f^j lUl.m. S. 13’) Iimr J'l 
' Jl Sen Chein Ind lid. .?o S iii: fnz»;’ 
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z. n. h(‘i lyouciibraiureilufc iin^cfiilir n.>, Ix-i (lanischtr BniucR*ihele nur 5,1'. 
Auf ein und di(SollH‘ Mtn^c* Satrharast*, die gemessen wird, kann Ixd Wrarbeitun'^; 
verscliiedener, z. H. bayerischer oder scliwedi.sclier Hrauereihefe, eine mehr oder weniger 
große Menge ähnlich zusammengesetzter anderer Ztickercnzyme treffen und bei allen 
Adsorptionsvorgängen mitgehen, h^s ist schon bekanntb rlaü nicht einmal die Klution 
eines Saccharase-Maltase-Adsorbates in Tonerde durch Saccharose* oder Maltose (xler 
eines Saccharase-Raffina.se-Adsorbates durch Saccharose spezifisch genug ist, um die 
zwei luizyme zu trennen oder auch nur das Verhältnis zwischen ihnen zu verschieixu. 


<.<f M..M. 

•l.tlf.lll'.in.i; I> ' l'l"/, 1' ■ 

«fft /ritwi’H 

'IIU'! filU' 


Nr. 1. Invertin ans fraktioniert, cn/yin.il. l'.ntlee 

rung, I. Präp., AMi, II, S. i ?s 1 j 

Nr. Id>en.s<), I*rii|i.iral 10 

Nr. n Invertin, Reinigung mir «Inreh l<>n« r«l« ;i«l 
.sorhat, Rillt, in I'lio>pli., I)i;tlvse .\« « toiitällnng i _• 
Nr. |. And. I*räp., älinlicli gen inigt ; ; 


ij.i'« ir.,;i 


■’ e } } 

1701 


17 - -■ M 

•M ' > J . l o 



[42] (lesi'tzt, das Invertin und <lie ähnlichen l‘aizyme .seien Ph(»phoi Verbindungen, 
dann wärt* der Phosphorg(‘halt ein be.sseres Maß für die enzymati^'die Reinheit und 
Konzentration eines Präparates als die .spezifische /uckerspaltnng durch eine h’nzym- 
komponente. 

Die Kombination der Hleifälhmg und Tonerdeadsorption führte bei einigen der 
ersten Beispiele zu den Präparaten </ und i der Tab. b mit zwar noch hohem Phosphor- 
gehalt, aber doch niediigereui Proilukt aus dtanselbeu mit dem Zeitwert. Ks handelt 
sich nur um organisch gebundenen Phosphor; 5,^0 mg Präparat / gaben, bei 70 mit 
dem Molybdanreageiis versetzt, in 24 Stumlen keine Trübung. 


/«•it 


('.ff M.-Kh 
(mi;l oiK 


!•« >/. V 




Nr. Präparat «/der 'tah. o «>,«/ ii..-; «i,;«* t,j; i.i; 

Nr. 0. Präparat / « 1 er Tal>. << i.«« ij.^h« i;,S; i,.s^ 1 ,>< ; 

Bei zwei weiteren Präparaten /. und /: (Tab. (>) gelang es noch ohne wesentliche 
Verbesserung des \'eifahrcns. die Phosphorzahl weiter herabzumindern. Sie war nicht 
mehr dem Zeitwert umgekehrt, sondern annähernd direkt proportional. 

Nr.;-. Präparat /, der 'l'ah. (> «\Sj 10.7.^ 40 0.^7 

Nr. S. Präp.irat /; «U-r l'ah. o «» n «/.«/<> ^ 


4. 1 ' raktioiiierung des Invertins. 

Daraus geht hervor, daß für die hohe Pho.sphorzahl, zum mindesten für 90% 
des Phosphors, ein oder inelirere hartnäckige Begleiter verantwortlich sind. Ent- 
weder haben sie sich bei den Präparaten /i und /: in den Restlösungen angereichert, 

' R. Wii.usTAlTKK und Iv. Kchn, Dio.se Zs. Ud. 115, S. iS<i [1021]; mit dem Maltasczcit- 
wert gibt der v'\icehara.‘ie/.eilwert luvh viel weiter differierrtide (Quotienten, vgl. K. W’irj^iT.VTTER 
uiul W, STKini-a.T, Diese Zs. lUl. 115, 211 lio-ij. 

* R. Wll.i.ST.m'KR und R. Krux. Die.'^e Zs. Rd. 110. S. <; 4 fio.M). 
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t^ior die Klution des lUeiiiieder>ehla; 4 'i. uiul /.war vKr /wiitiii l'alliiii;^. i>l iui diu 
Sacvliarase sjK'zifisudkT [ 43 ] l Ih'i ilie^e likuituii laßt sieh tn-i dui 

/weiten lUeifallun^ durch uiue l'raktioiiurun;^ <nt''Cheidcn, nämlich duuh den \’er 
gleich des Invertins in der RestK»-!!!!;^ i: fl'ah. (*) vmi dci lUcitalluni; nn<l in dci 
Idiition des Niedcr'^chla^s c. 

Ni. t. Kl "t N'sutii; /iitwiit . V. 

^alK-n ni^ N.u li Kui «a ^.il*i n s inc 11 / ^ mc 

A'-il'.c w > ; C'O; und e;i ine Mikio 1 Unnas; . i.-f.nie eaUi n - ca i,in ln« L. tnai 

Mukstofi (nach dir KrieRclu n Korreklnr v<.n .A.’l )mi •: . un«! , ; mm l’.< st nmimnc, dis 
Irii ln ahs|»althari n Annnoniak> nach dt in Vnihild di s Mikn . K i< Idahl <■ i-,s mj.- '.^aUrn hn ii 
s< iiitj. linder I U>l»llatinn nnt jepm/ Kahlanec Ainninm.ik iiitspj. ai^-ritn “ ; IKl d i / , ^ 

N .',“1 mr asclulnic Sulistan/) 

Nr. C‘ I'lntion c ans dir /ueihune« n Itli ilallnne Zeit will > 

; me e'‘^’' ** '1*'^ Aselu dei n.u hslehi ndeii 1 '.leiui ntai an.dvse u ■ -c me Mi'lylxlat 

laüune N'Uli rKKca. e^dii-n ; me Snhstan/ |•;^■nle Aselu- c.^.yine niul ; eS me 
!!.() Mikn» Dumas: ;-i"me e-h“” "..•-•tim tiMckeiun Muksi.iil (kmi ) Im 's und 
> mm. Kestimimme des alispalth.nen .Vmmumaks .v • ■ mv e-d>en 1-n ilt i I u st illal u ai 
mit ."pi"/. Kahlaue»- Ammoniak iiitspr •■onni " •,.11'. 1 d i j f-. N ( - .• s lui .l••ehelllU 


Sut-st.m/ 

0 ) l'ia]) 
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Dt-r IMinspliorkidper hat sidi in dem e«hdlt<ii Anteil anei iculicit und i'st voll 
-t.mdieci aD hei den Drap.iratcn f, und /; cluicit woidcu. I'/- uiid (l.ilici ciiciilihar 
-ein durch wiederholte fraktionierte l'.dhme mit Dhiacct.it die KesIlo'UnK ii'*<h 
armer tiuil frei von Phosphor zu eeumiieu. St hu ieiieor ist es, im eelallD ii Anteil 
den ldiosj)hor ah/aitreiineii. Wfnn ahei sehon in den IIefeaus/ii;.;eu <he An wiseidait 
der l’liosphorsaure unveinieidhar ist, so sind «ioi h <lie Phosphate wi niedens ah, l*,lu 
intien zu umgehen. Der hartnaekie anliaftemh- Pliosplnu kann in Idini \ on a<lsoipti\' 
ü st;eehalteiun, sehr tra^e dialysieihareii Phosjdiationen vorliee/u. Zu ihrei h.nt 
teniuiie kommt [44] nat h den eindrine;enden I ntersuchuneeu von W l'.\t i.i' -»n 
anore.mist, hen Kolloiden und na» h »hn \\uh1ie‘'n l'e«d»a< htune' m M Sami.c 
uher Amylophospliorsaure entweder Idektrodialvsr odei ivi -at/. dui< li anal>tisih 
leitht 7.U unterseheidende, isomorphe lom n in Pictiaiht, lu i h t/.tere Wep^, namlii li 
»he Anwemlunj:; von Arsensaure statt der I'hosplnusaure tuliit hei ihr I'dution <i<i 
inverlinhalli'^eii Niederschla'^e zaim Ziel, »hi sowtihl »li»’ '1 onerd<adsorhate wie iIm- 
RI» ifallungen sieh ^ej^eii Arsenate, übrigens au» h ;;»At<'ii ander»* »In iw i rli^'- Ani»»n<'n 
wie Citrate, (piantitativ eh<ms»> wie K<'Zen Plmsjihate \» rhalten. 

Der allj^eineine Ihmplan der* Kolloid< Kolloid Zs. Kd. z S y» D'/ i! 

^ KolloüDhein. Keihefle K<1, ^ S j ; j loi i); M. SSMi.» und H. II.M.wnn. IX Milt., » iK-nda. 

J-<1 \2 S 2 H 1 (o,:,]. 
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Auf diese U eise ist hei der Kestlösiiii^ / zuiu ersten Male erreicht, daß der Pliosphor- 
gelialt IO mal niedriger ausfallt als rdK-n hei der Kestlosun^ h und bei der zu / gehören- 
den hdution <ler lileifalluiij' m. 


Nr. n. Ui sth>sunf^ /. /t itucrl n :<>. 

i 7 ,i'y }iiiK K-ö'« n iiadi AlMlcstillit-rt ii dc^ Arst n> lu {»Ih Kuju IriM li < « '47 iii^ 1 ’ Nach 
^alxii niK Suhstaii/ n.jjO Am lic iii^ Cf); und j,;; iuj* H:() Mikro 

Dmiias: j.i'yj ii»>^ j.;alHii o.jHo ('< in tr<Hkiiuii Slickstoit (korr ) la i jj > und 715 inni 0 4s inj» 
Vjahcii 1,40111^ j)lio^j»lialli;dti)'rs AniinoiiiutnarMiisäur«'',tr>a liniiiiiiolylHlal »iit- l’lio-'ijlior 

öestinmmng von (V 1 vmiij»kn') 


Nr. 1.’. 1 . lut io 11 tti /«»twril o .'o 

' ■ ‘d •)'K gahfii .',J7 uig ,Molyl>dat talliin^ «/ O/ in^ ^aln 11 nai li AImU slillii n u tlc'. .\rsfnj>. 
ui plieloinelri.selj o,f).:7 ; mg IV Narli l’ki'.oi. gaheu 0, lOj mg Suhstaii/ 01^47 mg Asclu-, .^,70; mg 
COi und ^.4t^ mg IljO Mikro-Dumas: mg Suhstaii/ gahoii (. .’;j tem tr(Hkiiuii Stiik 

stuft (korr.) hii 10. u und 7«);': mm. 
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1 I ) rraj). l 
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4.‘,^'> C ||n..-.. 
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i/./i N l.^ 7 l 
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jj) rr.ij), hl 

i; g" .Xsolii irt if Suhst 

C 4 '.vf''> 

'■.-•1 II 7 0“ 

1 t Sn N 17 g, 


[45] Die Koiuhiiialioii der fraktionierten lileifalluiig und der Arseiiatelutiou führte 
in dem Versuche der Tah, 7 zuiii Ziel. Nach 5 halluugeii, davon .j fraktionierten, 
mit Hleiacetat und llleiessig wurde eine Kestlösnng g(.woimeu. die noch 7,5 'o des 
vor der ersten I-raktiouieruiig vorfiamlenen Invertins eiithit'lt mit einem Phosphor- 
gehalt von nur mehr o.oo()'\.. Auch in dem gefällten Anteil /' (Zeitwert o,-'f|) war 
der IMiosphorgehalt auf 0,0g Inuahgedruckt . 


Nr. 14. kistlosung Hl. Zi itwril n v . 
in, in mg g.ihfu nat'li .\h<|rstillur<'U dos .Xr.M'U.s ni<Hi(.; mg T 
17 .nS ‘ n.H.ln; ' iV 


Nr. I |. Idutioii / Zt'itwort n,j., 

10,71) mg gahe-u iiaeli d. .Ar.scudostill. luplu.lomrtri.M-li n,m..'in mg 1 ’. 

rrii|>. H, Trap. /' 

r (),)'»)() j ", r »\n.’i"o 

P n,(>)()i 


D. Abhängigkeit des Invertins von der Verteilung und der Reinheit. 

I. Theoretischer Teil. 

Die leitende Betrachtung in diesen Arbeiten gründet .sich auf die Beobachtung, 
daß sich das Invertin mit Begleitstoffen assoziiert findet, die auf einen gewi.ssen Teil 
seiner h'igenschaften Kinfluß halxm, und sie gipfelt in der Auffassung, daß das Knzym 
aus einem kolloiden Komplex besteht, dessen aktive (»nip|X' rein chemi.sch wirkt, 
hur die Kinflüsse der Begleitstoffe und der Verteilung sollen die Grenzen gesucht 
werden. Wie w'eit sind die Kigenschaften des Invertins vorgetäuscht oder verhüllt 
’ Alxkrluddens lldh. « 1 . hiolog. ArlHit.smctluKlcn. Aht. I, Teil 4. lieft 5, S. oi ? 
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zutvilli'f; mit ihm n StofU- luni wu- wi it liic XN’iikmiv; 

'i S Invertins von M'ineii kolhuden ]''i.;i um lialti n luihn-^t \\\ nn <lii‘ W iikmi'^ ilt > 
Invv rtiiis .lul <lvn Kohi/iuki i n in elu ini'>v !i, nu ht .iN Kolh.uilunktit'ii nkkiit uiul. 

ohne Ahli.in^i^^keit \on W-itvihm;^ \nul 'l'riU iii nmoÜe, il.um «hh li nit'v;!u li, 

kii] hie en/.vmati‘'che Aktivität mit (K-m kollnihiti /.n'>t.m>l ile^ l{ii/vms steht un<l 
tallt ' 

(46] J^ie^e l'ra^eii "vlieinen nieht heanluoitet , kaum j^r^tellt /u miu hhitwiMlei 
•Aimlen iliv hhi/ymuirkim^eii vom Stamlpimkt he^ Ma''Mn\\iikun'^si;rsrt/es und dei 
I hrorie der hdektroh tl(i>uni;iMi, oder "ie wuidm aK Kolloulpliauonu iir hetiaehtel 

1. Zur t; e st' ll u ht e 

WM Uavi.iss’ wie aueh < S IIiüun • sowie |M Nia.soN' hetLuhten «h 11 
riiimii voi^an^ der Ihi/.vniieaktion nuht als spc/atiseli t hemisi h, .soiulern plivsikahsth 
! »le Ahh.iii’iii^keit der Inveitinw irkun^ von dei Ivolir/uektukonzeiitiatinn und die 
Invertinkinetik sueht Ni.i.son als Adsoi])tionsvor^an:^e kolloi<h iunniseh /n eiklaieii. 
Naeh Bwi.iss kommt die I‘hi/\ niwiikun;.; /ustande duieli eine ''jx /ilisehe AtBoiption 
-k" Snl)''trats an l'hizxinteileheii. nieht aK eine Zuis(-hennakti«»nskatal\ m- infoha- 
I lienii''eher Affinität zwi^ehen Ihi/.vni und Sul>''tiat, -ondein dun h IdoLk- Kon/eii 
Mati'iu^erhohuiui der K<»ni]M)nenten Snlt''trat und Wa^^ei an di n ( deii/tlac Ik u dn 
I‘,n/\ mteüehen .A\’e ni.i\ snpposr that. in hydiolx'^is. tnr t\ani])le, tlie ''u)>‘'tiate 
l'i'im;ht into intimate ri-kitinn with wati-r on tlie ''UiliUe oi tlu’ paititles n| the 
'11/'. ine. ,,It inu^t he understood. that .ids<.i|>tion i^ ineieK a ]ueliniinarv "ta^'e. 
ii’.d that. after it has takeii ])laee, tlie ])ro|KU eheinieal leaetion inakes its .ippe.uam e. 
Tb.e rate at \\hieh this n-aetion juneeeds js controlled h\ mass aetion 011 the pait 
"I tiie .idsorhecl snh''tanee'' and i'^. therefore. in jnnportion ln the ainnmit ad 

■<'lhedV‘ 

Wurde man .liier in das Massen wirkun;<s^eset/. mi Sinne von statt dei 

.^aiizeii Konzentration <les Kohr/.iu kers nur s» inen vom Ihizym adsoihieiten Anteil 
dv aktive Masse eiiisetzeii, su käme man naeh h. MlCHAia.ls' zu einem (47] Widei 
'piuch mit der Affinitatskoiistaiite, «lie diesei mit der (',esaintkonz< ntration des Köln 
''■'•vkers als aktiver Mas-e ableitet. 

Walirend Uavi.ISS die Adsorption spi /jiiMh annimmt, ^ijifeln du' horsi hun).’.< 11 
dK-r hermentwirkun^, iiesonders über die Spallun;.; von K<ilype])t i(len (lureh Heie 
aus/.n^e, von K. Audkkhai.dkn und A. Fodor'), von A I-'UxiK j allein und von I*,. .\i! 

Hie Nature ol Knzyine Aition, .\ull I/mdon iioii! 

l>ie tilivsikalisehe Clieinie und ilire Bezielnni^eu /wi P.iok^ni WieslMd« n li /io| 

JM. Xi'.nso.s und W. C. VoSlU Hell J 1 .\in tiuin, Sx iWl. Vi. S 7-/0 li'/ijj; v^d. 
V \ osiii Re,H Di», Vohmihia l iiiversitv loio lern* r K < i IAi.k Hh Llieiuistry oj eji/yiiie 
“ f’eus S, o- di, Nrvv-Vork Il'vJl) 

* .1. a. O. S. i'>7 u. (i)S. ' I{i(Hliem, Z-- ltd :i; S. lio/ij. 

') l ernu-ntforM'liunj' lid. i, S. ;u Dod»!; I'»d S. ; i (1017); ltd / S K(. ..'i n /..’5 
' ''•' 1 ; Hd. S. 191 [oy^oj. 

■| leniuntforsehun^» lUl i S. lot (i'/io): Kd i S /«k, 
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DKKHALirKN uiid JI. Handovsky^ iii (Rt Aniiahiiit: einer allgemeinen Adsorption von 
Substrat an l{nzyin. ,,Ks ist also nicht die Kombination von Substrat und rerment 
sjH-zifi.scli, sondern die* Spaltung als solcheR" i*ür die sfK‘zifischen Knzymwirkungen 
wird die Mrigliehkeit chemischer Reakticjii. nämlich sekundärer, zwischen Knzyni 
und Substrat in den Adsorbaten eingeräumt. 

J)ie iRizyme erscheinen nach Rodok^ als Hiokolloide aus den (irupiR-ii chemisch 
bekannter Verbindungen, die ihre W irkungen Ixsonderen 1 )is jxrsitätsgraden ver- 
danken. Invertin^ wird als Hefegummi, peptidspaltendes Ferment' als Hefephosphor- 
proteid erklärt. 

Die Annahme primärer Adsorptionsvorgänge vernuidet die dieser kolloidche- 
mischen Betrachtung ent gegenges(.*tzte Theorie von f,. .MiCHAKr.is\ welche die Kinetik 
der enzymatischen Rohrzuckerhydrolyse nach den für homogene Losungen geltenden 
(•(‘Setzen verfolgt. Aus dem Ivinfluii der Spaltungsprodukte auf die .Vnfangsgeschwän- 
digkeit und aus den Anfangsgeschwindigkeiten bei verschiedenen Substratkonzeii- 
t rationell berechmd Mic'ifAivl.IS in dieser grundlegenden Arbeit für die enzymatische 
Rohrzuckersjialtung zum ersten Male die .Vffinitiilskonstantt* eines I'jizmus zu seinem 
Substrat. 

[48] Am cnt.s('hiedensten sind di(‘ enzymatischen \'organge chemisch aufgefalit Ixi 
11 . V. hh/l.KK') und seinen Mitarbeitern, was nicht so sehr bei Bestimmungen der .\ffini- 
tat des haizyms zum Substrat und seinen Spaltprodukt(‘n hervortritt, wie lie.^ionders 
in den Hntersuchungen der Wrgiftung*) durch Amine oder durdi Schwernietallsalze. 
Dii'se bjscheinungen werden auf einfache chemi.sche Modelle zunickgeführt ; so werden 
aus Bestimmungen der Affinitiit zwisclu'ii Aldehyden und Aminen und aus dem 
N’ergleich mit der Fnzym Vergiftung indirekte Aufschlü.s.se liber die clieinisch wirk- 
samen, aktiven ('.nippen der Ivnzymnioh'küle gesucht. 

j. L nabhängigkeit von Begleitstoffen. 

Die As.soziationeii des Invertins mit den begleitenden I'remdkiirpern sind Ix'- 
langlos für die (luantitativeii V’erhältiiisse der Invertinwirkling. Dieser Satz ist die 
('.rundlage der (plant itativen Analyse, mit der nach dem Vorbild der Peroxydase^) 
das Invertin auf seinem W'ege von der lebenden Hefe (Invertinzeitwert z. B. 340) 
bis zu seiner i()00 fachen Konzentration in den letzten Präparaten (Zeitw'crte 0,3 

' l'VMiu'iitl\)r.seluuig Hd. a, S. uo [u)jo/-’i|- 

* L. .\nni:RU.\i.ni:N und II. IIandovskv, Fenuentfor.selmng Hd. }. S, u'» (lo.’o/ji], und 
/war S. ;j(i. 

' Pa.s I'ViuieutpioMeni. \'erlag v. 'Hi. Steiiikoptl 
D.cs l'enueiitproMeiu, vS. i;;u, jyi Do-’-’). 

' Das Fenuentpiohleiii, S. isi) ln>-’j). 

•'* L. Micm.M'US uiitl M. L. >iKNTi;\. nÜH'hem. Zs. Ikl. 4«^ S. yij [loi,;]. 

') Chemie der l‘!n/.yuie. j. .Vutl.. i. Teil. Verlag J. F. Herguiaiui [i(j2o]. 

D 11. V. Ln, KR und O. Svaniu-;r(;. Fennentforsehung Hd. 1. S. 350 [10:0]; Hd. 4, S. :w. 
<A' u. 14J [lO.W'Jl). 

’) R. W'ii.i.STAl'TKR und A. ST(>IX, Liebigs Ann. der Cheiu. Hd. 416. S. 21 [1017/1*''] 
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bi" o,-) v«.‘rtoli;t wird. Ikr Satz \ou der «[uantitativeii Milialtuiij^ dor enzN nuti."elu‘n 
W irkuibn alx*r auch Ixde^^t und lH‘"tati'4t duuli \ule lIuiuK ite vtui AnalvM-u, mit 
denen dieser laiu^e We^ widerspriu h"lo< k.uiti<»llieit wiid. l'ie liiveitinw iikuu:^ bleibt 
quantitativ erhalten von der Reaktion an. die dei lebende l’il/ au! den Kohi/uekei 
aiMiht bis zu dessen Hydrolyse d\neh da" von Kohleh\ diaten, ha\\eiB"totien, rintvphoi 
verbinduiyuen völlii; befreite Invertinpraparat. Natnilu h >^ibt e" aut <lieM in \\ ei;e 
\'iele \’erluste, so daB z. Ik nur ' <, de> llefet*nz\ lU" leiii winl .Xbei das 

dnd Verluste von dersell)en Ait. wie wenn ein Alkaloid, (ducosid odei 1 ‘aibstoll 
aU" kompliziertem Aus^anysmaterial is()lieTt wird. 

[49] Findet man Ixd der Autolyse der Hete mehr als loo”.. ihies invettiii" in d<ni 
ilrfes.ift, dann ist die Fjsclieimm;.; \on y.inz besonderen Hediu^unymi dir en/.\ma 
ti-cheii Hefeaufldsun^ abhan^ij; uiul ist als Neubihlun^ des Invertins veistamlen 
worden. Findet man im Autolysat weniv;er ab 100*’,.. dann ist (h r Rest in ih n Heie 
ruvk.ständen anzutreffeii. Ist die Ausbeute im Autolysat yerim:, uird eikannt, 
d.(B der siK'zifiselu' Abl)au der das lyizym absehlieBenden Membran unv«>llkommen 
war, Fallt man das Invcutin aus tnnei laisuny z. H mit lilei.uelal ans. so ist die 
Sninme von Faizym in der Mutterkiuy«' und in iler l'allun.u yUieh d»-ni angewandten 
F'.nzvm, Man kann zwar das Invertin nieht im IJleimedetsihlay iKstimmeii, alxn 
man limlet es sj)ater, je nachdem man es besser <*(lei weimut yut elnuat, zu 70 bis 
'.o‘’„ in den F'lutionen wieder. 

Häher rechnet inan l)ei der praparativi u Arbeit, yh idivic l in weh hem Zustand 
mal Reinheitsgrad das Faizym vorkommt, mit einem der lvn/vmmeny<‘ proportionalen. 
• eiditivell MaBe, dein Meiiye-Zeit-^jllotientell '. 

Ihese aiialytisehe Methodik ist mit Ansichtc-n andenn h'or.sclur über den Fan 
!iiiB der Reyleiter unvereinbar, <lie besonders deutlich voi kuizein A Kii.sia,* aus 
.a"proelk-n hat; ,. 1 'jstens wird dcT cpiantitative \'eryleich veisc hic denei Objekte und 
Individuen in bezuy auf Fernieiitycdialt uniiehtiy, da wir nur aut ('»rund der leimen 
t.itiven W'irkuny eine \'(»rstelluny nbc-i die- (Juantitat des Id inieiits bekcnnim n, die fei 
na ntative Wirkuny aber \'on den Reimenynnyeii Ii'kIisI bc-einlliiBt wird, Zweiten- 
können die anwesemh'n fremdartiyeai Körpe r de-r T.diykeit e!» s F'ernients einer zum 
Anyrift daryeboteiieii Substanz y« ye nube r hinderlieh, e ine 1 amle reii y.eye nnbe r abei 
“hne FanfluB oder soyai behiltlich si-jn." 

rns^^rc entyeyeiiyesetzte Anschauuny be>t die- Orumllaye für elie- Methexh- eh-i 
Ze itw'ertquoticntcn ’ zur F'ntersuchuny [50] «ler Idizymspezilitat . 1 in zu erlahren. 
ob die Hefe für die Sj)altuiiy versehieele-ner Substrate- ein umi dasselbe- Faizyin an 
ve-ndet oder eine Mehrzahl von Faizyinen zur W-rfuyuny ste-llt, z. Ik für .Maltosi 
un«l '-Methylylucosid, oder für ^-Methyl- uml x-Flx-nylylue osid, exler für Sae e.haro’ r 

I. Ahhanellmiy, S, s. 

* 1 >ie*se' Zs. Bd. 1 1 s S. 2 ; ( i oz i 2 2 j. 

^ R. WiIXSTATTKR und W. STKl1n:i,T, Diese Zs. iJel. ii: S. I'/O [l'» 2 ll: K Wna.srATTKK 
and R. Kt'Hn. eU-uda. Hel. j i;, S. i-'-'o (mzi); R. W'n.iMA'm.H luxl U. Cs.vnvi. e-lx-nda, lid, n; 
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und Kaffinosc, und um analog Mnmlsin auf Zahl und S|x*zifitat sciik-r Hnzyiiikoiii- 
ponenlen zu prüfi ii, wurfk-n die Oiiotienten d< r vcrschieckiun ciizyniatisehcn Wir 
kiinj<(‘n verfol^d. licisjäclswcisf cr;'ihl dur Ouotimit dir Ziitui-rtc für ^-^Ic•thy^ 
;/.liu'osid : MaltoscspaltuiiR kL-im* konstanti- Zahl, hk Ix-ui-^t siili lx*i verschiedenen 
lirauereihefen zwischen 7,7 und o,«) und fallt noch tiefer fx-i Hreimereihefen. Daraus 
i'elit hervor, daß die Ilete für <liese Hydrolysen verschiedeiu- haizyme ausbildet. 

Die lie.stininuin^ dii'ser Zeitwertqnotienten widerlegt Ansichten wie die .111- 
^eführten von A. Kiiysia,. Ivs hat sieh nämlich dal)ei das \'erh.dtnis der Sacchara''e 
zur KaffinasewirkiuiK in einer Anzahl von I'raparaten <ier verschiedensten Reiidicit'>- 
^rade ^enau konstant ^ezei^;t. ,,J‘‘s i>t bemerkeiiswiut, wie konstant hei einer lammen 
Reihe verschiedenartig aus^efuhrter Operationen, welche die Mö}.;lichkeit einer hrak 
tionieruiiR l)ieten, das \'erhaltniN der beiden enzymatischen Wirkun^vn bleibt." Hei 
der l'reile^un;; und dem IleiaiisNiseii ans der Hefe. ..bei der lüitfernun^ der Eiweiß 
körper aus waßri^^-acetoni^ei faisimi^. die nicht ohne Wrlust von Enzvm .statt 
znfinden pflegt, bei der Adsorption mit verschiedenen .Mitteln, bei der hdution aus 
den Ad.sorbateii, beim lüillen mit organischen I.osun^smitteln, bei den öfters uiitiT 
beträchtlichem Enzsinverlust an.s^^dülirten \’ornalmien der Dialyse und des hau 
dampfeiis ist keim* Anreicherun.tj einer Enzyinkomponeiite eim;etretcn 

Die Hegleitstotle vermögen die Invertinwirkun^ in (jiiaiititativei Hi^zieliun^ also 
nicht zu beeint hissen, weder die Kinetik, noch die Abhanv:i;u;keit von der Wasser- 
stoffionenkonzeiitr.ition, noch die Heziehnn^ zur Rohrzuckerkonzentration. .Mit 
un.seren reinsten Inv(‘rtinpraparaten bestimmten wir- die [51) Dissoziationskonstante 
der Sacchara.se-Saccharo.se \'erbindun^ bei \o ^Udeh o.oaci in s^enauer ( bereinstiminnnL; 
mit H. V. ha’iavk und j, k vrRix'). Im zweitem Ab.schnitt des folgenden experimentellen 
Teils wird ferner die von E. Micii.\ia.is in der ani^eführten Arbeit ..Die Kinetik der 
Invertinwirkum;" theoretist'h ab;^eleiteti' Reaktionsuleiclnin.u an unseren reinen Prä- 
paraten j.;eprütt und bei der Mehrzahl von ihnen (libcr eine Ausnahnu' v.^l. Tab. 15, 
S. 70) eben.so j^eltend uetunden wie bei den Oemi.schen tles luizyms mit loooinal 
mehr Hc^leitstollen. Dabei wird beobachtet, daß die Invertinkinetik, die nach E. .Mi- 
ciiAra.m und H. lEwinsonxA von der Was.serstoffzahl unabhanj;i.^ sein soll, von dieser 
iin De^^enteil stark beeinilußt wird. Die tnr den monoinolekularen X’erlauf der Rohr- 
zuckerspaltnni; berechnete Konstante tinden wir in Ebereinstimniun^ mit E. Micn.AKi.is 
bei optimalem /),, ansteigend, aber lallend in der Nahe des Neutralpunktes, ohne 
(laß etwa während der Hestinunun^ hhizym durch Zersctzinn^ verloren geht. 

a. r nabhangigkeit von der Verteilung. 

Die Invertiiiwirkung i.st auch unabhängig von dem gesamten Kolloidsystem, in 
welches das Enzym eingebettet ist, von der Teilchengröße, von der \’erteilung. Auf 

' a. a. ()., Ikl. 1 1 5. S. 10 1 1 1. 

' Die Versuolie werden in einer .späteren Mitteilung angeführt. 

') Die.se Z.s. Hd. iio, S. 55 lio.’o]. ') Iliochein. Zs. Rd. ^5, vS. jSO [1011]. 
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( ih< t 

iK'ii Aiischaiuiir^cii vmi A. ciit>;i'v;v‘n''trlk iuU ii Satz iH-iulu ir. diuvli 

<i!t‘ Krfaliriin^t*» ihn iK>tati);ciul. tlir Ai!m>i j)ti»’n<nu'tluHhn /.in mul l'i.ik 

tionicrun*; ih*" InviTtin<. Au-« den InvcitinlcMinurn. /. 1 > ihn liiscii ilaiviustolltin 
Viitolvsatuii. kann inan nliiu* .ViuK imu^ ^ rn/\ lu-n \Vi'rti> i iiu' Mun;^i‘ kolloith r 
lU i;!ritstofk\ nanK‘ntli\. li lM\\i‘iLlk<>i]tm . mit Kaolin l»t -i ituai n tuh t iiov h nu-ln mit 
lüv'iaatat aii^falh-n. I ntl olim- daLl dir ni/A inat jmIu- l.ri^tunv; hnuliit winl. Ial.'t 
s], h da'' Invertin anf olHitlaolu-naktiven Sti^ltm nii drivulilrarii I'.'' umdc Si lmn 
Mttcr'' bmu-rkt. daß dir Ad^mliatr, / H da" mit 'rmu nh- ;^c‘bi 1 drti-. da-« ln\'ritin mi 
\a raiidrrt wirksam mthaltrn. AIht wrnn di i lU wris aiuli tur dir laakturlir An 
wriulmn.: drs Ail^niidiDnsvritahrrn". da*' krinrii \'ri]n''1 [52] Itrdiii'zrn <oll, va imyd 
M* "rlirint er doch fiir den <[uantitati\rn Wr^lricli von 'aah'"trm nnd adsoihiritnn 
Iir.artin ohnr strmy;^' r.rltnny; zu ''riii. da nnti-i (hii Hrdiny;uny:rii dri lh"1immmu; 
daN Kn/\ni vom Rohr/aicki-r rluint wird Ihr Zrilri^miy; dr" .\<ls<til)a1i s mittrh dn 
Kohr/iKkriio"nn:^ i"! abrr nicht riiir niommtanr, sondrni or hat dtli ab rin Zrit 
i.'Mllonirn rrwirsrll’). 

ln drii ;^hMch/ritiy;rn .\ibriti ii von J M.Nia.snN und I >. 1 . 1 1 na ina k’k ') und 
o!i Wim STA riKK nnd Krux ) wird nntn llrdinKuiu^Mi, untri driirn di«* Ziu kri 
l'i'Unv; «la" Invrrt inadsorliat nicht «'lui«-it. «irr \\ «-it von a<l''«»i)>i«-i1« in mul v«m ;’.« lo"1rni 
ln\rrtin vrr;;liclirn und ubririu"! imnu nd y;rtnndrii. \\'aln«-n<l Ni,i."«tN uiul Hnen 
C' k K mit von y;rwis"i‘n Ti«'rkohlr''«utrn •arbililrt«'n. ni« ht rluiriban n Ail''Oii>a1«’n 
aibritrii. fandrii wir, «lab T«)nriil«a«borbat«‘ /wai \'m k«ilii/,n«kM rhoNjjhat, in 
dr.-ni nicht von Rolnvauk«! Natiiunia«rtatimttrT z«il«*y;t w<rdrn Das Invritm 
'>MTkt alnT unter «lii‘sc*n (’m''tandrn «jnantitati\- wi«* in walliiyun) Midimn. 

I hr «[iiaiititativ brNtrhnulr rnabhany;iy;k«,-it v«m <l«-i \ « iTt’ilnny; «‘ilirlll auch aU" 

' inrin einmal in andernn Zu''ammrnhany; «•rwahnt«-n Xri'-iu h«*’) «l«*r trilurisrn /«-i 
•' .anu4 von In\‘rrtin ronrr«lrad"orbat durch Rohrziu kri ])iiniarrN Riio^phat in 
-«■in y;eriny;<'r Konzentration. In <li«*MMn Inillr faiul man nach s' sthiuliy;« i hanwirkuni; 
1 hi 15.5 des Invtrlins in bo^'Uny;, yi"<> iin Almniniumhv«lroxv«l. 

I he Rohrzau kerhvdrolvse m «lerlb tr ■'«•Ib-'t na« li J.MSi i.M\ an ), H v lyi'i.i.id), 
h W ii.i,sr.\‘n i:k mul Iv R.wki:' ) sj>ii( Iit [53] y;l« iclijalb y'ry:;i n irj;«-n<iwrli lirii hanllnb 
‘ 1 « r \'« TteiIuny;. Invertin in <l«-r /a ll«- wirkt wir Inwitin in W a" « r. hb kann hi«*r aub« i 
Ik traclit bleilH-n, «•]) «lie Aufl«»''miy; mit «)«h r «hin«* « nzymati"« lu- In« il« y^nny^ « ilolyM ; 

' I >.1'. l'«Tnu nl]»r<tl»l«')u is.-.: 

I 0 Mi.YKKllor, IM 1 uk«T" .\rih bd 1:.; S .-i loci! nn.l /war S .yi; I. .Ml« n.\) i.is 
l’a<nhtin Z.s. H< 1 . ii;, S. jCs |i<//i|, nutb< arl« it« t von 1 lO.rHsriiN; U Wii.i.sT vii 1 i< mxl 
K Krns' Zs, j)liysiol. Cluin. lUl. in» S. Doji) 
b J. Am. viirin. >S<K-. lld, y; S i'CC (i'/.’ii. 

■') Zs. physiul. ehern. b«l 1 lo S ;; fioji) un«l /.war S 
b a a ().. S. 

b Journ. ehern. S(k-. IWl. m S u o.’O 

M II. V. la i.Kk und S. Kit.i.ui k«,, Z>. jiliysiol Ch«ni. I'al 71 S i i «nul lUl ; S M D'/i 1 j; 
H V. la i.KK un«l (). Svan*bi.r«v «Ix iula r*<l 10; S. 1/7 uiul 1’>«1 i"'' i (ini'/j; il v I-.cia u 
und K. Bux eUn«la B«!. n,;. S. X3 fixod 
b I. Ahh, Kap. A 7. Airsehn. 
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(‘S konihit nur darauf an, daß es beim Zcrrtilx-n wit* Ixd rascher Autolyse gelingt, 
etwa gleich viel Invertin zu finden wie ki direkter Bestimmung in Frischhefe. Für 
diesen VY'rgleich diene zur Krganzung der angeführten Kapitel der I. Abhandlung 
ein noch nicht veröffentlichtes Beispiel: 


l'riselu* liefe, je v^g. wurde ^'4 Stunden mit dem gleu lien ( '.e\vi( ht Siesand /errieln'n, daun 
mit der d<)[)jH‘lten Menge Wasser versetzt und 4 Tage autolvsiert. 

1. Die friselje Hefe .M Z O. der Hefe f),;; 

Autidysierl mit 'loluol In i saurer Keakticai . .M Z.g. d(r b«»sung 
I .\ulolysiert mit I'Ssigester Tnluol unter Ziis. von 

Ammonphosjdiat .M Z.O. d» r Ia)sfing 

|.M.Z n. der Ia>simg m 
|M.Z. n. der Hefereste 


I < ^ » u . 
lo/t 


4, Aut<»lysiert mit Ivssigestei 


Aul den cnzymatischcti Wert des Iiivcitiiis iibcn auch Änderungen der Keaktion 
des Mediums keinen hjnflnß aus, wenn für die He'^tinlmungen vergleichbare Be- 
dingungen wieder hergestellt werden, 1 )ie ans den IVptidspaltungen in den angeführten 
Arl)eiten von I{. Ah 1 )F,kji.\m>i:n und A. I'odok gezogene Sehlußfolgvrnng, daß elek- 
trische (hnladniigc'ii ilureh Dispersitatsanderungen die enz\ inatiselie Aktivitiit be- 
einflus.sen, trifft })ei der Saet'harase nicht zu. Die Möglichkeit, chemische Reagenzien 
im (lange der Inwrtiiidarstellung anzuwctiden, bertiht darauf, daß dii* (juantitativeii 
Verhältnisse dadurch nicht benihrt werden. Dies ist der I-all, solange die Bestiindig- 
keitsgrenzen des I'.nzyms Ixsuhtet werden. I)ie Invertinlösungen können z. B. bei 
dtT Ausfallung der Phosphorsaure vorübergehend alkali.sch oder in anderen Fällen 
sauer sein, z. B, bei der Adsorj)tion durch Kaolin. Das Invertin wirkt negativ otler 
positiv geladen gleich, sei es also in dviu geringen Reinheitsgrad der Autolysate rein 
anodi.sch wandernd oder in dt'in ludieren der l\lutionen unter den Aciditätsverhältnissen 
der Bestimmung ülHUwiegend kathodisch wamlernd. 


[54] b Die Ivinflüsse der Begleitst of fe. 

Die Ivrscheinungen der Faizymspezifität und die Anwendbarkeit des Massen- 
w irkungsgesetzes haben die Auttassung g('stützt, daß die Fnzymwirkung auf einer 
chenii.schen Reaktion zwischen der aktiven (iruppe der v'^accharase und dem Rohr- 
zucker beruht. Die mit dem F'nzyin assoziierten fremden Stoffe, die auf seine Wirkung 
keinen Fäntluß haben, siml bestimmend für .sein Kolloidverhalten, für gewisse physi- 
kalische Ivigen.schafteii und tiir ein falsches Bild seiner chemischen Higenschaften. 

l. nreines Invertin verhält sieh nicht einfach wie ein ( femisch von reinem Invertin 
mit den Fremdstolfen, l'ls .scheint mit den letzteren auf ähnliche Wei.se wie in den 
Adsorbaten verankert zu sein. 

l)ie mit ihm assoziierten, zwar amphoteren, doch überwiegend elektronegativen 
Proteinsubstanzen der Ilefeautoly.sato machen das Invertin sauer und bewirken, 
diiß es von negativen Adsorbentien wie Kaolin niclit oiler nur wenig aufgenoraraen 
wird. Adsorbierbar durch Kaolin ist das einmal mit Tonerde oder, durch Bleifällung 
gereinigte Invertin. Amlererseits bedingen die Begleitstoffe die im Kapitel B und C 
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U“^'hnclx*iK* l‘allbarkoit dt-s Iiivi'rtin> mit »K n IUviuii'tioi>t hla>;i ii. l'ii* Autölvsatc 
mit lilciacotat starke lMlluni;on, du- l*.i\veißkiniHT und Nueleinsiibstan/in 
tnthaiteii. l>ie Bleifallunv;eii aus Irisch dar!L:c>tiHtfn Uctcaus/aim-u adserlueren kein 
Invertin, die aus gealterten enthalten es »(uantitativ. Rtiiu-' Invertin grht aber nnt 
Iheiaeetat ütKThaupt keine b'alliing. 

N«Kh ausgesjmK'heiier ist der lunthiLi der IJegh itstolte auf die Zeilignn;.; d» i 
Ad'orbate vrni Invertin in Aluininiiunhydroxvil und in den lUeilallnngen, Wahren. 1 
die an-- den Autolysaten gewonnenen Tonerdeadsoil>ate iiiit venlunnteni Aininoniak 
jlatt Zerlegt werden, laÜt sicli das durch wiedi iholte Adsointion-.votnahinen .n ieini^te 
Invv rtiii aut diese W'eisc nicht mehr aii-^ den A(Noibatrn in Ihriin-it ''et/a ii. Audi die 
invertinhaltigen Hleifallungen geben in vieK-ii h’alKri das Iht/vin schdii an verdünnte 
Alkalien ab, in anderen l-alleii, drireli den MintluLl «le^ Svsleiris von Koadsdibentic-n 
lind Kix'luentien nicht an Ammoniak, nur an alkaliselies Plidsphat. AiMiiat o.ier 
Citrat. 

fs^S] Mit dem Adsorptionsverhalten gellt dii* elektrisclie l ’beifnlirbaikeit des In- 
\.rtins Hand in Hand, die ebenfalls durch die asso/iierten K.nper beeinfhiÜI wird, 
i'ni die Autolysate, auch gealterte, gilt die Angabe vmi I. Michm.ms', d.iü Invr rim 
in waLiriger und in angi'sauerter Ldsiing rein anodi-t h wamleit. Aber die S. hliiLl 
fdlgrtnng, dab es eine Saure sei. wird dura h W-r^ueln- mit dem retiien I’,n/\iii Imi 
Jallig, Schon die einmalige Reinigung mit Aluminmmh\<lto\yd g^enuid, um ilim den 
ilektrdm'g.itivi'ii Ch<irakter /u nehmen. I’nd Invertin vorn Zeitwert i, da - zwei 
mal mit Tonerde und da/wiscireti mit Kaolin gereinigte Rr.i))aiat der II. Abhandluii;'., 
d)wie ein ähnlich rc-ines Pr.iparat dieser Arbeit war vollends amphoter und s(h«tn bei 
,'j, o überwiegend kathodisch warnleirtd (siehe II, Abs« hn. .}). 

Auch die Temperat urem])findli( hkeit unterliegt dem MinllnU der Ih gl« itstoll« . 
oir dem Invertin Sehnt/ gew.ihieii. Mit steigendi-r Reinheit nimmt sie /.u Zur rnt( r 
heidnng von Hnzyineii sind daher soh he Resiimmungeit. die oft dafür angeinhit 
'‘'‘r<ien, nicht Irrauchbar. Auch das Ternperaturoptimum kann nithl /nr Kenn 
/etchming eines Hnzyrns dienen, es hat keinen einia« Iren Sinn und ist ni« ht kon 
'taut. 

1 nscT Xeutralautolysat wi< s die narnli< h<' TemjMTaturemjjfnidli« hk( it auf, die 
H V. Im'i.i-ir und J. Rai kin^ ülrereinstiinmend bei He b- s< lbsl und Heh ans/iig« ri 
1 h obachtet lialx'n. Invertin vom Zeitwert \ bis i,; wurde unter denselben Re 
»iingiingen geprüft bei (Gegenwart von l’liosphat und optimalem /«„. Wahnri«! das 
Autf)lysat bc-i 57 W in l Stunde ^2% einbrillt, wird <las Invertinpraparat zu .SrC’.. 
/«•rstdrt, Ix-i 52 verliert es 43% nn Wirkung. Has i^t fast fler namli« he I iiter a hi« d 

zwischen Hefesaccharasc und Darriisaccharase nadi H. v. i.kk und K. Mvk- 
Viel größer als Irei Gegenwart von Rho‘-phat ist di«* Z< rH’tz]i(^ikeit des In- 
^^rtins beim KiAvärnren in reinem .Wasser. 1‘ür die Zerstörung <les Invertins rliirdi 

^ iUodieni. Zs. Bd. t6, S. 81 [i</ßj]. ' Zs. j;hy.sioi. Clniui«- IM e/S S, ' a iioivZ-c'"]- 

Z-s. physiol. Cheni. Ii<I. ik, S. 68 (ro^ij. 
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or^aiiisiliL- Ahtiliclit-s. [56] In weiteren Heobaehtunt^en hat 

die Angabe' bestiiti^t, ,,daÜ die st hädi;^ende W'irkun^' von Alkohol und Aceton vom 
Reinlieit>^rad des Invertins in hohem ('.radc abhanj^t. l)ie Hri^leitstoffe in den lieh 
auszii^en üben am h hirr ihre sehützemle Wirkung aus“. 

Für das optische I )rehun^sverm<>^cn des Invertins tauschen die Ikimischun-^cn 
willkürliche Werte vor. i)ie zwei Fraparati- von ^oißter Konzentration, m (Tab. 
aus IJleifallunj^, / aus Uestl^■)sun*s^ sind optisch-aktiv und zwar ent^c^enj^est'tzt drehend 
im DrehuiiK'svermb^en ^enau iibereiiistimmend. 1 Me W'erte sind zufalli'2 und ludan^lo^ 
l'riip. / in < . j.- |ir<)/. Ki'snne; ■ <1im i' , ' ^ i; ; 

hi;: 

l'riip, u! in <> i; jpro/. I,osnne; .• <liii .■') ' > c- . 

hii; 

haidlich bcuuht das gesamte l'alliiimsverhaltcn, dii- I'allun^ von Invertin sedbst durch 
Alkohol und Aceton uml die reiht unre^elmaßi;,^e Hildnn;^ \'on Niederschhmen. die 
mehr oder weniger Invertin einschlielJen kdniien, durch FiwciÜ- oder Alkaloidreaj^enzieii 
(Uranylaci'tat , Hleiai'ctal, < juecksillH r^ hloiid, l’ikriiisaure n a.) nur auf der liei 
misclinuK von h’rmndkörpern. Sie bieten ueni;^ Interesse, weil sie wechseln. Faru 
d(‘m Invertin selirst znkominende I*'alhine''reaktion ist nicht bekannt 

5. 1‘jiz vinzeistorinp^. 

Die Ikfahrun^ssatze vrm der Kotrstanz der Fnzyniw'irkun;^ j^elteii fiir das In 
vertin l)is zu hohem Keiidieits^rade. Werden die Fe^leitstoffe mehr und mehr be 
.seiti^t , so erfolgt zwar nicht eim* quantitative Anderuiu^ der Wirkun;^, aber (»efahrdun;^ 
der Wirksamkeit. \’erminderun^ der lk‘standi;2keit. Das System von Kolloiden i>e 
stimmt nicht, wie das Invertin wirkt, sondern hat l'hntluÜ darauf, ob es wirksam 
bleibt. Flnaiso wie ein an eU'ktrischen I.adun.ueii stdii armes Kolloid empfindlich 
ist, ähnlich erst'heint das Invertin empfindlich, wenn die analytisch nachweisbaren 
(imppen entfernt sind. 

[57] durch kombinierte Anwendung der Hleifalliing und der 'ronertleadsorption 

i;ereini^ten Invertinlosuni^cn leiden in vielen Fallen beim Abdampfen und beim Dialy- 
sieren. h'ür diese h'rscheinuni;. von der die Tab. 10 einii^c Beispiele ^ab. sind zwei 
Deutungen niöi^lich. Ivs kann sich um Zerst<)runi; von einem Teil des Knzyms oder 
um W'r.schlochteiunu. verminderte Wirksamkeit des y:esamten Fnzynis handeln. Wir 
schließc'ii aus den Iufahrunr;en. von denen die letzten Ab.sclinitte berichteten, daß 
die W'irkun^ des Invertins durch .seine Masse stdchiometri.sch bedinj,:t ist, daß sie 
in einem konstanten Verhältnis zu .seiner aktiven Men^e steht. Im Falle eines Rück- 
gant^es ^elin^t es auch nicht, durch Beimischungen eine Steigerung herbeizuführen. 
Daher wird eine Al)nahme um beispielsweise 20®.. gedeutet als Zerstörung von 20"« 
des luizyms. 

Um die Zersetzung der Saccharase oder eines der ähnlichen Zuckerenzyme in ihrem 
Mechanismus zu erklären, sind zwei Annahmen in Betracht zu ziehen. Die wirksame 

* I. .\üh., S. 105. 
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('.rupi'«.' lui/yimnoickuls kann duuli ciiu* ohciniM iu- Aiulfiuiii; iiiakln inl >\i‘idrn, 
i\> kann Mch i. B. nin eine inm re Ki)iu{r!iv.ati(Mi liaiuleln. \ a ti^UielilKii mit den nnti i 
\Vas>t'rau>tntt erfolgeiuieii Keaktimum /.wiM-luii riiu i AKK Iin Jynij>pr und i inei 
Annno^rupiK’, (»der einem Carhoxyl und eiiu i Amiiu>i;iup|>e 

1 >ic /.weite M<'>;^liehkeit wäre die Zm-toiiin;^ di^ l{n/\nis in ^eiiu i Kclkadn.il in 
durch Verlust ."einer Aufladuiv^. die eiiu- \ *>iaii"M't/um: tni du- lh v| aiidicA» it des 
Soles bildet. Waren z. B. noch rroteiiie. die an elektiivchen Ladung» n nach "Uid, 
dein Bnzvin liei^^enieii^t, so würde die Autladunp de^ S(»le" wempii liiclit NciKueii 
celun. 

Wenn man die Zer^toiun^ der Zuckeienz\ me uln i]»liikt. m i e" duich Ihiiw iikimc, 
\nii I.c^im^'^niitteln. durch Samen, durcii Alkalien, durch Imheie 'rem]»eiatui odm 
.luch nur beim Stehen der reineren I.csuni^en in de"ti1lieiti-m Wa"<»‘r v»>n ti.o bn i», 

-I» vrlu'int c" schwer m»i;;lich. sie in den Rahmen l inei « in/ipen \(»n du-"» n /wn Ih 
kl.iiun; 4 swei"en ZU zwangen und die lieiden zn tr«‘nnen 

Am \’erschieden''ten sind di(' unl»estandi: 4 e MaltaM* und [58) ^ Met li\ Iplncosid.i^e 
.ml der einen, die bestandij^e Sacehara^e und k.ilfina"e .int de: aiiden n Seite 1*'" 
.^ibt zwüchen ihnen l'beia^.ini^e wie dit- Ml•libi.l^e, die di in Inveitin zw . 11 i»i" .mm 
i'.nde f'»l:^t, aber in den Rraj'.ir.iten .dlin.ihlit h z.m.tinnde peht, la^eliei al - 
lincrtin 

1 he I.eiclitzersetzliciikt it der .M.ilt.iM- ivt nii ht vuit "<• zn veisteln n. d.d.» du ki»llnid( i 
Zmtand leidet.* Iteiiii sie j^eht in den IIeteausz.n;.;en, z. I>. in »len N» nti.dantoK laiteii, 
zu'.;ruride. wahnmd sie von t iner v;roüen Mmy^e von kolloiden S( Imtzdollen l>ee,l< itet 
.\neh "timmt "ie in den Adsor]itionser"clieinun'^en und im \'( ihaltt n l» i d« n Idn 
t Ionen so weit:^ehend mit Sacdiarase uberein h dal.» die kolloiden 'Id.i;.;»'! in dieM ii 
h'.nzvininolektileii nicht orundverscliie(Km "ein k('»nnen. bA m ln int eher, daL» di»- 
wirksamen (»rupjien von Malta"e und Saechara^e erheblii h vei'^A hiedeii sind. 

Wenn man andererseits die Zer'^törun^ der Sac( haiasi* in den reineieii Rosnii^eii 
an! eine innere Auslöscliun^ ihrer ehemi"( li wirksamen <üupjn n zürnt kz.ntnhren 
Mieht. so ist zu beriieksiehtij^en, daÜ die ihnjtfindliehkeit de" Ihiz.\nis eist s]).it im 
l.ante de^ Keinii^uiv..^ in lüscheimm;^ 1 ritt und zwar dann in der Nahe des is</elekt li"» heii 
Runktt‘s. Sie wurde in alteren Arbeiten i^ar nicht Ixadraditet. Der lMi/.\'m\'etln"t 
l'tle'^'t nadi einer gewissen Alinalmie zum StilKland zu koininen .Xm li jdbt e" Indle, 
in denen la'isun^en über b'rwarten ]>e"tandi:^ sind. 

Ini exjK-rinicntellen Teil (.\bsdm. 5) wir»! zer"etzlidn ri 

Invertinlösun^eii durch Zu"atze von vei"dhedener Art stabi!i"iert werden. Die"»’ 
\\ irkun^ kommt IMektrolyten zu, z. B. Chlorcalcium. I’‘erner wirkt Ib femmmh ab 
'^ünstii^es Schutzkolluid. Auch (Mycerin ist für die Stabili"ierun;; der Sa< ( harase 
Neeii^net. Zwischen dem lüizym und dem ( »lycerin ^ibt e" eine "|K'zitis( he I'ezie- 
lum^. Die enzymatische Rohrzuckerspallun^ wird stark ;;dicnnnt durdi Cdvacrin, 

R. Wiij.sT.\rfKR und R. Krn.v Ihe.se Zv IM ii;, .S. iSt» Dozii un.l /.w:ir S iZ». 

K. Wiu,st.\tti:r und R. Knis Diese Zs. Hd. iio, S. D'»-’'! ”"d zwar S O 2 u. 

W.U.uu<T. Unzy-mf. 4 1 
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[ 59 ] <i US nac h I,. MiCiiAKi.is und H. 1 *kciistkin‘ die Zerfallsj^cschwindigkeit der Rohr- 
zucker-vSaec liarase-V^Tbindung herahsetzt. Audi wird die lUuierbarkeit der Saccharase 
aus Adsorbaten duridi minimale Mengen von (dyceriri begünstigte Abgesehen von 
dem iiesonderen halle des ('dycerins dürfte das Invertin durch solche Zusatze haltbar 
gemacht sein, die auch sonst geeignet sind, Kolloide zu stabilisieren. 

Die l^jklärung der Invertinzerstörung soll berücksichtigen, daß Saccharase und 
Raffinase in konstantem V'erhaltnis der Zeitwerte durch alle Phasen der Reinigung 
zusammen bleiben und daß sie beim langsamen \'erderben der Invertinpräparate im 
baufe einer längeren AullH-wahrungszeit auch in konstantem \'erhällnis zugrunde 
gehen’. Wenn jedem der beiden haizyme eine besondere aktive (iruppe eigen ist und 
wenn die Zerstörung nicht an einem kolloiden Träger dieser (»rupjx*, sondern in ihr 
selbst einsetzt, dann müssen die wirksamen (iruppen von Saccharase und Raffinase 
äußerst ähnlich sein. Dieser Annahme steht nichts im Wege, denn die Raffinase wirkt 
auf einen Saccharoserest, der nur nicht frei existiert, somlern mit (lalaktose verbunden 
ist. Das Vi'rhalten di'S Saccharase-Raffinasediemisches wiirde indessen auch gut zu 
der Annahme stimmen, daß es die Zerstidung des kolloiden Zustandes ist, woilurch 
die Aktivitiit aufgehoben wird. 

Die (icsamtheit der Pjscheinungen von Zerstörung der Zuckerenzyme in den 
an HegK-itstoffen verarmten I,()sungen und von Stabilisierung ist sdiwer allein auf die 
N'eränderung der aktiven ('.nippen oder allein auf den \'erlust der Aufladung zurück- 
zufühnm, wenn auch nicht bezweifelt wird, daß jede dieser beiden 1 rsachen allein 
für Fälle von Phizymzerstörung verantwortlich sein kann, Aus dem Verhalten der 
reineren Invertinlösungen ist vielmehr zu schließen, daß die Aush’ischung der aktiven 
F'nzymgrup|)e und der Wrlust der Kolloidnatur zusammeidiängen und sich gegen- 
seitig b('dingen. Das [60] \’erderben des Fnzyms besteht also nach unserer Auffassung 
in der \’ernichtmig seiner aktiven ('.nippe, womit der \'crlust der die Beständigkeit 
des Soles bedingenden Aufladung Hand in Hand geht. 

Der Igidungsausgleich erfolgt nach dieser Annahme durch eine chemische Reaktion 
im l'hizymmolekül, stöchiometrisch wie ilie Entladung bei Faweißkorpern stöchio- 
metrisch ist, die dabei Ausflockung erleiden. Die Verhütung der die wirksame ('.rup]>e 
inaktivierenden Reaktion kann durch die lockerste Assoziation des Phizyms mit den 
stabilisierend wirkenden Begleitern oder Zusiitzen erfolgen. Vielleicht ist sie mit der 
Stabilisierung von Acrolein nach den Untersuchungen von Cii. MorRicr') zu ver- 
gleicheu, die durch geringe Mengen gewisser Phenole erfolgt. Für eine Assoziation 
der Stabilisatoren kommt nicht nur, wie \delleicht beim ('dycTrin, die wirksame Gruppe 
des Faizyms in Betracht, .sondern auch eine andere, die imstande i.st, die spezifische 
auszulöschen. 

‘ L. Michakus mul M. L. Mkntkn. ItuKäicm. Z.s. lUl. 40, S. 313 [1013! ; U Michakus und 
II. Pi'CHSTKlN, BükIkmu. Z.S. IUI. S. 70 fn)i4l- 

* Die.so Zs. lUl. iiO. 53 (io-m). und zwar S. 64Ü. 

’ Diese Zs. lUl. 115. S. 180 [ iqzi ]. und zwar S. nef. 

') Cii. Monu<:r, Cii. Dcfratssk. P. Robin und J. PoroNivT. C. R. Hd. i;o. S. 26 [1920]. 
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II. Experimenteller Teil. 


I. Optimale \\ asser>ti>tt/.ilil iler Invei tiiiu iiknip^. 


Invertin liat in reinerem /ustaml hei tU“r n.inilii'lu*n \\'a>sei>tttltiuiu‘nkon/.iaili.ili<>n 
(.ptimale Wirkung NNie das in den Autelyv.iten entlniltene Sie lit ;;t /wiselu ii .j.n 
hi< 5,(1. niv in der Tab. ii aipuelnhrti ji lU stiminnnuen >ind mit dem l'i.ip.iiat n, 
(T.ih. 71 ans^efnlirt , dess<.‘n Zeitwert 0,(15 lu tne^ inaeh *lem lund.imi'len di i Lesmi;^ 
vom Zeitwert o.Sc). \ di r eini;eenuti-n Lo^ini;^ inuUten Inr die X'eiMu lu /\\r'\ Tiohen 
entnommen und 25^aeli verdiinnt wanden; d.i ihn- W iik^’arnki it lu i optmiidi in 
t tw.is ungleich war, sind die benut/.ten l.oMm;,;en ti um! j m <li i I'-iIh IU ) lui die 
Messnn;,;en und Hereelm linken be.^ondeis be/eielnut woiden Pie r''t(iH/.dil 

wurtle mit den Standardlo^UI^^en nach S. 1 *. 1 .. S<tKi;Nsi;x, wovon m.in ;oiem mit 
dem b'n/.ym auf loo eem liraelite, l)ei einem ('.elialt von 1.75 'b Rohi/nekei l in^i stelll 
und elektrometriseh kontrolliert. 

[61] Als MaÜ für die Inversions^esehwindii^keit dienen dii* für die Zeit / o evli.i 
jMilurten Konstanten der monomolekukiren Keaktion. ln der voilet/.ten Spalte der 
'ralnlle ist naeli dem \'orbil<l von b. Micn.\i;i.is und 11 P.\MiisnHN' der bei l im r 
iM-stimmten W'asMistoff/.alil wirksame Anteil des Iji/ynis 7 mit dm bei optimaler 
.\eiditat 4.bd) bestimnd)aren Menj;e '/» veir^lii lien. ln der letzten Spalte weiden 

die Pivsd/iationsieste einer Same mit dei I )iss«)/iatioii^konstanten 1,(15 10 • .111 

eefiihrt, zu denen die beobachteten Werte 
\"n V ^ut stimmen. Sie ;;elten nach f/j 
I,. Mk ii,\i;r.is und M. KonisTiaN* als die 
v^iiksanien Pissoziationsreste der Rohr- 
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zu( ker Saccharase-W rbindun^i, die als Saure 
anfi^efallt werden soll, 

Charakteristischer als das flach \'er- 
laufeiide /),,-( Iptimum ist die W'asserstolf- 
/ahl, bei der das baizvin 30 "u der maximalen 
\\ irkun^ aufweist. Hei dem v;ereiniKten In- 
vdtin lu tra^t sie etwa 1,7 • lo ‘ in ( her 
» instiinniun^ mit den ursiirün^lichen .Mes- 
suii'^i-n an Ilefeauszüj^eii von I,. Micn.\Ki,is 
der rehler^renzen übereinstimmend mit der 


/ \ 
\ 



.Md;. I. 


und II. P.win.soiiN und wohl innerhalb 
iK-uerdin^'s anKeK<'^><’”‘ " .1 ‘ • 


16 a] TatHlP M. Wirkun^sojit imuni d«s j.Mr<iin^ten Inv« rtiii^. 
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Zur Knintniv IiiMitius m 

j. Kinetik tK-r Kohrziukei nn^ duuh v:ii en!iv;t i“' Imeitin 

Woehsohulo Kinetik. Ohwohl duu h kun-lanti i W'.ts-sii^toltioiu'n 

kMii/.entration und lierüoksiehti^^iin'^ der Mutaiutatioii d^ i (diuoM- hi-kaiinte l'Milei 
.jjullen vermieden [64] werden, -ind dir Ke-ultate laiivu litlu li des /ntlu lu ii \ Ci 
laiifs diT en/,ymatisehen Kidir/.uekeisjialtnn;^' w idi-isjaei lu iid C S Iiii>.s,,N lijulei 
•jiit dein Invertin der Hefeautolysate i^niau lüoiimn.drkulaieii Wikml, \\u- ^u \\ aiuli 
du- alteren von C. < )'St !.i.iVAN und Id W. T< >Mrs, >\ uiit-i teilten W isiulu , du \ .mi 
K Wll.l.STATTKK uiul Id UACKl-d dei IiiveitinlH stimiminy /U'.;iunde -t U yt uuiden 
der Tlieifrie für eine inonoinolekulare Kiaktuni annalu-in heiii siilun du- r.rob.uli 
tninii-n anderer Idir^elier entyey<-n, denen /nfolye di»- Kiaktionskonstant» n » isti i 
1 irdnuny deiitlieli ansteiyeii. k. MiCHAia.is und H. 1 » \\ ii'uchn lialx n den let/teien 
1 .dl als luuinal anyesehen und I,. M leii.M.i.is mul M. I, Mi nti.n kennt» n luu li dem 
\Miyany \-on \d Hi;nkI mit Hilfe <ler expeiinu nt»-ll besiimnilen AUinitatskonstant» n 
dl I Saia harase /u Roln/ueker, Iduetosi' niul <'diu(»se tlu-oi»'tiseli eiiu- iM-aktunis 
. ’.eu liuny di-r i-n/.yniatis»-lu-n Rohr/iu keilivdroK se ahleiten, <li«- mit iliien kinetiselien 
.M< ssuny«'!! in exakter riH-rein''tiininuny st.md l>i»s,- ideielinny hesayt, d.ill das Rio 
diikt I^Il/.yInkon/.entration Zeit pioportiinial ist d» i Summe ein« i loyaiil limiM lien 
mil «-iiuT linearen 1 ‘unklioii des rnisat/«s. RMNiis«,*. ihuI \\ . R \« t'iii ktai. 
au- in lu von J.} unleisueliti-n IdilK-n mit iu>« li um« in« in ln\«-itin du- R« aktiims 
keilst. inti-n « benfalls aiist»-iy(-nd taiuK ii, \i isu«lu-n al>\\« i« li« lul v«»n Mk hai iis diu 
Mv« hanisnius d«T Inveitinwirkuny durdi Adsoi|.ti«>nsvoiyaiu.’.«- /u «1« nt« 11 Iiulfssen 
diiilte diese Auffassuiiy mit di-r K«»nstan/. der \«»n Mk iiai i is Im i« « lin« ten und \ (tn 
nns iH-stiinniten [65] Zalileii'), di«- «in MaÜ d« r R‘n/.\ mm« ii;,'« unahhanv-i;’, vi»i dm 
K'ilir/ik k«-rkonzentr.ilion darst«-ll«n, nn\«.-ieinbai sein 

Zn «Km Idillen, in deiu-n die A-WCite aiiselieiiu-nd konstant snid, y( lioi« n an« li 
s ''«»n «K n Messniiymi von und \'osnr]o,n, di«- alK-rdinys ni« lit alle K« i 

''RtiniaKni ausyefiiliit sind. Hi<-r und zumal Ixi fallen«i<-iii /.' iielimmi Mkiiai.i.i.s 
‘»'ai«- Ni;i.s«>.\ an, daL« J'ai/.\ ni/«'rstoiuny mitsj»i« li*. lM« sei Idmvand ist iiuK ssen. 

^'it- ini f«>lyenden auf ('»rund «K-i lK-obaelituny« n von Tab. i ; und ii ye/,. iyt \\ir<l, 

Ji'mht .Mi^hhaltiy. 

In aiuleri-ii l’alK-n anseheinend monom'>leknlar«-n \'< ilanl« *- \\ nid«- mit Kolii/au k«'i 
K-siinymi höherer Kon/a'iitr.ition yi-arlu itv-t f< )'Si i.i.ivan niul To.mi'-'« i.u, IIi'J>s«»Nj, 
Inr Welt he die Theorie v«)n MicnAr.r.is kein«- (K-ltnny nu hr Ix ansjaiuht. 

d. 0 Sei.i iv.v.v Uixl I-'. W. 1 -».Mrs«.N, J1 Cl-.«iii. S- lul : , s ; !i.v' !; In«i.,M\ 

de Mier«»bi<»I«»yie. lul. II; A. J. I'.kown RoMted «. In m S«.< lui i- S ii liv'-i. 

'* • HI-NRI, I)iese Z>. 15 ( 1 . Kj S. |,^j |ir,(;ji I^,js yell« r d« > «!<- r.-ntxxi «1« «li.iTt.is« ■, llu's« J'.ills 

I ‘ 1 S. ;; it. ; C. U. IJd 1 S. «/[O ( S, R. I, S‘«RlNsi.N Ra« ,< lu III . Z-v I5ij..'i S m.i 

aivl/w.irS, !o>ii. ;C.S. IlriiSoN, J 1. Am. dluin. S«« , l;«i. ■" S, :i'«'»ii. i 'U i j o/ ; b Mu ifAi.r.ls 
^uvl H. i),vvms««HN, lli<K lu in. Z>, I5«l. ;;,S. 1 loi i ); I. Ml« ii.M i.is mi<l M. I, Mi uri.N, 15i</(li« iii 

Rd lu, S. (ioi;d; J- M- mul W. d. \'«»sijt R<.n JI. .\i:) vlum. N-« l'.«l S ;>/<> 

. d . \ osiJT-Kf.H Hisst rtatifjti, d«>lunibi;t t'mv« Tsitv is."/.' 

' I-Ahli.. S. «e 

) ^yl imthe«.r« l. Teil «1« n St liluü «les Abs« hiiitt« s Cn ibli.myiyk« it 'vf.n<!«ii R*« yl« it‘ tetfi n ". 
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R. VViixsTÄrfKR, J. Graser und R. Kl'hn: 


Uiii die Kinetik mit reinerem Invertin zu prüfen, führten wir mit den Präparaten /. , 
fii und fu von den Zeitwerten 0,8 bis 0,4 in v'erschicdenen Konzentrationen (1.12^ .1 
AIe.s.siin;<en ans, die in der Tah. 12 zusammengestellt sind. Hier ergeben sich dureh- 
wegs ansteigende A’-Werte, die recht genau durch die Theorie von L. MlCllAKl.lS er- 
klärt werden. Diesen J'ällen stehen aber die Jk-obachtungen gegenüber mit dem 
l'raparate / vom Zeitwert 0,34 in Kon/a-ntratioricn, die sich wie 1:20 verhalten. Ob- 
wohl es sich um dieselbe Hefe und dassell)e Autolysat wie beim Präj)arat in, um den 
nämlichen Rcänigiingsgang und sogar die gleiche l'raktionieriing wie beim Praparat n, 
handelt, ist der Reaktionsverlauf hier abweiche nd, die Rohr/.uckerhydrolyse nämlich 
genau mononioK'kular. Ware im Beispiel i <ler T.ib. 13 diese Konstanz nur zu- 
fällig dnre'h haizymzerstörung bedingt, so müLUe Irei de r 2ofach längeren Wrsuchs- 
dauer iiii 2. Beispiel die Konstante sinken, was nicht der h'all ist. Tberdies wird im 
folgendem durch direkte Kontrolle die Annahme von Bnzyinzerstörung au.sge.schlosseii. 

J)ie Divergenz der Be'obaehtungen an Ilefeauszügen wiederholt sich also bei dem 
gereinigten Invc-rtin. Dabei handelt cs [66] sieh nicht uni einen einzeliieii Ausnahnie- 
fall. Vie'lmehr wird die ('dc'ichung von .MicnAin.is, wenn man die W’asscTstoffionen- 
konzentration variiert, zu c-ineiu Spezialfall. Der zeitliche Verlauf der RohrzuckcT- 
hydrolyse ist nach den in der Tabelle- ii des i. .\b.schnittes angc-fuhrten N'ersuchen 
in hohem \biüe von der [U l abhängig. 

In (liesc-r Tabelle .steigen die Werte von ^ ^ optimalem />„ an, sie 

sind bei (),y c-twa konstant, um bei geringerer Acidität deutlich zu fallen. 

Auch für die von O'Sri.i.iVAN und Tompson 
beobachtete Kinetik, die zwischen der monomole- 
kularen und der von Miciiai-i.is gc*forderten liegt, 
gibt es unter den gc-reinigte-n Sacchara.seldsungeii 
Bt'ispiele. .^o berc'chnen wir nach der von den eng- 
lischen Forschern mitgeteilten Kurve für ein Prä- 
parat vom Zeitwert i Xulldreliungszeiten von 

145. F 5 .b I 4 <>. MD M-2. Md 142. 

Die Frage der Invertinkinetik ist also nicht 
gelöst, wie man nach den großen Arbeiten, die 
vorliegen, annehmen konnte, sondern sie macht 
weitere Beobachtungen nötig, zu denen wir 
[67] durch Darstellung von noch reinerem Invertin 
beizutrageii hoffen. Ivs wird zu prüfen sein, ob 
die Affinitäten des Invertins zum Substrat und zu 
den Spaltungsprodukten von der Wa.sserstoffionenkonzentration wesentlich Ix'ein- 
flußt werden. Da aber auch bei konstantem />„, nämlich bei optimalem, verschiedener 
Reaktionsverlauf vorkoiu^nt, so wird ferner zu untersuchen sein, was den Zustand 
des Invertins beeinflußt und ob der Fall vorkommt, daß die v^umme der Affinitäten 
von Saoeharase zu den beiden palt Produkten gleich der Affinität zur Saccharose ist. 
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1* ra^c* tler Knzy mzcrstoi Ilri'SoN mul I’aini;' mul iKsoiulns U.v. Im i.kr 
mul ]. I.AI’KIN' lialx*n dall d'w Stabilität lim Sai\ liaia'-u Ixi i>|)timaU ni p^^ 

am ^r«>ßtcii i>t mul datl die Ttin|Hiaturcinpliiullklilvi it /ai bfidm Suitun di<‘M< l'.u 
bictes rasch /.miinimt. Wir imtciMU htcn ih-^lialb, t>b bri ;n mul (».S. wo du* 

AAVcilo in lo<) Minuten von 5J aul ;«> ;^rtalU n wau ii ^v;^l. 'l'ab. iib mtsi.uclu lul 
liner >chcinbaivn bhi/yni/.i ist«)iiiiu4 von ys"-, miM ir l‘a»/> mKi'^nn.; Aktuitut ( in 
bullte, nies war keineswe;4S der Fall. 

I. ; irni viiduiinli läi/vinl' imuil; wuidcn Mitmt m »ii« w.tniiU Mi-v!iu!'iV'. \ . n . tu 

, l'hiojtluil Knht/iu knlMsiuiu « nuu tt.iLu 11 innl uiil w.intiuu 

tut i • »' tu ht. N.iih c; uiui i" : Miiiuttii 1 k i .l-.u lit» tm um ! 't < !mn-' .il ui.iluiu 11 \..ii 

, j. jin.i .,.-4 . r)rciuin,e''-ibii.ilHiu- jiro Mnuitf 00745 i/n ( jp MiUn-U '"i t 

; ftin (KtmIUii I'ai/vuilo.''Uiiu ; mii l'lu'sj'li.it W ,1 -^'t i uiii'l«u i" Mi 

uc.lfu aul cihil/t und (lanu mit Kithi/iu ki i . trm riw.^phat i*< nul lit 1 »0 luiii).“.i!iU.tlitui 11 
r..u h ; ' und !>' o Minuttim' und . I Mt Imue'-.il-uahm.- ju- . Mmuli <>,0745 {( u ' 

. ; Mlllot.ll lai ) 

Dies sind andere \'eiMU'hsbedin^nni;( n aK bi i (Kn Aiuaabcn noii S V I,, So 
Ki'NSi.N ubi'r Abhaiii^i^keit der Kinetik \oni I.Mkiima.is und 11 Dwipsomn 
hatten die''e aul I*ai/ynr/.(‘i ''toi uiiv; zimu ki^elUlnt . die nioiionu'K kukiK 11 Neil.uit \a>i 
t.iUMheii kann. Das ^ill Inr hohe A( ulit.it und Im hohe 'D tiijteiatuii u, y: und 
k<) i)ei SoKl’.NSl-N, J.5 [68] mul JS bei Micmmm.is iMe ''|..itel(‘ll Alb( iteu 

von MiciiAid.ls scheinen aut ('.rund der W i^udie von Soki'.nm.n b( i /•,, <», ; und ( 1 ,*; 

tlie rnabhan^ii;k(‘it der Iiu'eitinwiikuiM; vmii />,, vtti.iU''/UM t/eii uii«! nui Mt ' Uiiv.i n 
(K r Anfan;L;s;*;eschwindi; 4 keiten /.u enthalten. 

Abiian^i^keit n'oiu Reinheit ''i^rad. 1 ni /,u jaub ii. »»)> <li»' 1 nititdu it dt i 
]’,n/N nilosun^ im W’e^e >tand, den banllnü der A' idit.it .lut <lie Kitu tik /u liiideiu 
‘'teilten wir zum W-r^leieh mit unseren Reobat htnu'^u n der 'lab. 11 11. u h dem 

Wrtahreii von MiciiAi:i.is. also durch Anreiben mit Sand mul kui/ev Au''/.iehen mit 
(c'hlorofonnw .isser eine Invertinlo^uiii^ dar. Mit dieser wmde di r zeitlii he \ eil. ml 
d.er Rohrzncker<paltmi^ bei /»,, .y»* mul h.S verulit heii. 

I 1" ( t tu nit lit tii.dvsierle Iu\(rtinl<>-'Une aut n*'«itu;/ii i In. j )it hunj’' aliiiahiiu 11 
von .js,. und ;Si die n.uh m, 1; uu.l Mmut. n iMolM.lit.t wunleii, <nl pothtii 

Kiakti<»ii.sk(iiv>t.iiileu von und 

J. imcni: /n os Au' tim mu li i'- ; un«l Miiiulen l.t ..hat htt 1t n Im<1miii;'- 

• dauduiu n von i.;^. i..’; luul ; l.dtt hnt ii a. li A Wt iti \..n . untl 

Ivs steht also mit diesem Ilefeauszu^ nicht aiuK r'- aK mit tlem n ineieii Ri.ijtaiat 
Die Wirkmu^ des Knzvms ist nii ht nur (jnan1it;iti\'. "oiuK rii atu h tjualitativ \<im 

Pu abhängig. 

Au.sfülirung der M essu iik'‘ IU Di'' ‘Ud v> Vf.ic't '' «rmlt <1 cj.r«./ Holii/u* kt rl.eunu 'hf 
-hl NalljI’CJ^ enthalt, wird mit dt r kalt alt^ienu sm m 11 I .u/ymloiiiiK '»hu. 11 v'rmi'lit und mi 
MthktjllK'n mit io warmem W.isser auls tli.|)|K'lte \tilum<n ^'thratlit Na.li la limml'ii /ailtn 
'ver.ltn 20 enn der lle.stimmun^'sloMin^ iti =: » < in -• n S.tlalovunu < in;:« trae' ii w.il/t i man tli. /. it 
«Ich halben Auslaufe-s notiert. Nadi l>ls Minutt ii wtrtl im .idm Kt.iir jtt.laruat it , Die .m 
k''>:el)enen Drelumgswinkel stellen d.isMittt 1 aus mintlf'U ns C. h.m/t lahlt sunK' n d.ar, tlje vom 
-Mittel nie mehr als ±o.oj'- differierten. Ix n Wirt th r lauldrehun^' bt rtthum wir tlunh Mul 
tiplikation t!(<r ex|Krimentell bestimmten AnfanK‘‘'lr' luinv.' mit - o.u i. \ ni t ine \ orsti llunj^ v<m 
der (ienauij'keit der jiriiparativeii Aktivit.it.snu ssungen an liiv< r 1 inl<isimgt n mit vt rsi hi« (lener 

‘ J 1 Am. Chem. Sx-. Bd. tj, S. 774 [ioi'*j 


‘ Ibese Zs. i;d. IO«, y (> \ [ ityl'd- 
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Kinetik zu geben, sind in der 4. Spalte der nachfolgenden Tab. 12 und 13 die Nulldrehungs- 
zeiten nach C. 0 ’Sui,i,ivan und F. W. Tompson verzeichnet. Zur Berechnung der Konstanten 
nach der Theorie von Michaeus (6. Spalte) sind die bei 25° ermittelten Affinitätskonstanten ver- 
suchsweise auf unsere Inversionsteniperatur von 30° übertragen worden. 

[69] Tabelle 12. Reaktionsverlauf in Übereinstimmung mit T. Michaeeis. 

I. Präp. /, V. Zeitw. 0,8, Inversion bei 29,98 ± 0,02°; 

Polarisation bei 20°. 

II. Präp. «i V. Zeitw. 0,69, Inversion bei 30,(X) ± 0,03 ° ; 

Polarisation bei 19 bis 20°. 

III. Präp. m V. Zeitw. 0.42, Inversion bei 3o,cx:> ± 0,05 

Polarisation bei 20"*. 

IV. Dasselbe Präparat Inversion bei 29,95 bis 29,85'^; 

Polarisation bei 19,5 bis 22°. 


Zeit 

(Minuten) 

Drehung 

(Grad) 

SpaltuiiK 

(%) 

Null' 

drehungszeit 

(Minuten) 

io‘ ri 

log,o „ 
t a 

X 

Konstante nach 
Michakus 

0,0 

5.04 

0,0 

— 






10,0 

4.31 

11,0 

III 

508 


0,0944 

20,2 

3.^4 

21,2 

III 

i 


0,0928 

30,5 

2.95 

31,6 

104 

540 


0,0925 

45.0 

2,10 

44.5 

99 

569 


0,0948 

60,1 

1,40 

55.1 

lOI 

580 


0,0926 

8 1 ,0 

0.54 

68,1 

99 

614 


0,0922 

105,1 

-0,14 

7«.4 

97 

b33 


0,0899 

135. 1 

-0,71 

(^^7.0) 

(95) 

(b55) 

1 (0.0875) 

Mittel: 0,0927 ± 20 
± 2% 

0,0 

5,05 

0,0 




— 

3.0 

4,02 

15.5 

22,9 

243 

! 

1 

0,447 

6,1 

3.10 

29.4 

22,6 

248 

1 

i 

0.437 

9.5 

2,20 

43.0 

21.7 

257 


0,434 

13.2 

1.25 

57.3 

21.3 

280 


0,444 

18,0 

0.38 

70,4 

20,7 

294 


0,436 

28,2 

' 0,75 

(«7.5) 

1 

(19.2) 

i 

(319) 

1 _.fr’'423) 

Mittel: 0,441 ± 6 

± 1.5 

0,0 

5.05 

0,0 i 

_ i 

— 


— 

2,7 

4.27 

11.8 1 

28,2 ; 

204 


0,376 

5.2 

3,60 

22,2 

27,6 i 

210 


0,37« 

7.4 

3,05 ' 

30,2 

26,7 

212 


0,371 

9,6 

2.55 

37.7 : 

25.9 1 

214 


0,367 

12,5 

1 .90 i 

47.5 

25.3 1 

224 


0,370 

15,2 

1.33 1 

56,1 

25.2 1 

235 

i 

0,375 

21,5 

0.35 ! 

70,9 ‘ 

24.5 

250 

1 

0,370 

34.5 

— 0,85 

(89.0) i 

(21,9) ' 

(278) 

(0.365) 

Mittel: 0,371 ±6 
± 1.6 

0,0 

5.05 ! 

0,0 

— 

— 

i 

— 

45.0 

4.05 i 

15.3 : 

353 

16,1 

' 

0,0296 

109,0 

2.75 1 

35.2 ; 

320 1 

17.3 

1 

0,0296 

169,0 

I.«S i 

49.0 ; 

331 1 

17.3 

! 

0,0281 

256,0 

0.65 1 

67.4 ! 

320 ! 

19,0 

1 

0,0285 

309.0 

0,22 ! 

j 

74.0 ; 

323 1 

18,9 

0,0275 

Mittel: 0,0286 ± 10 
0,0286 ±3,5 


II 


III 


[70] 

IV 
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Tabelle 13. Monomolekularer Rcaktionsverlauf. 

I. Präp. I vom Zeitwert 0,34, Invcrvsion bei 30,(X) ± 0,02 ° ; 

Polarisation bei 18°. 

II. Dasselbe Präparat InvervSion bei 30,00^0,05''; 

Polarisation bei 21°. 


Nr. 

Zeit 

(Minuten) 

Drehung 

(Grad) 

Spaltung 

(%) 

Null- 

1 drehuiigszcit 

1 (Minuten) 

iü‘ a 

t * 

( a -x 

1 

I 

0,0 

1 5.05 ! 

0,0 

- 

-- 


1,9 

, 4.44 1 

9,2 

25,4 

222 


! 5.0 

j 3.63 

21,4 

27,0 

1 210 


: 7.« 

1 3.10 

29,4 

26,0 

; 217 


11,0 

2,23 

4 1 .0 

26,7 

20() 


15.3 

' 1.50 

53/^ 

26,8 

218 


' ^0.3 

: 0,71 

64,0 

27,8 

218 


32.0 

—0,25 

80,0 

28,2 

218 

1 

II 

^ 0 

; 5.07 

0,0 

— 



25 

1 4,66 

■ ^.2 

490 

11, 2 


70 

i 4.04 

15.5 

540 

10,4 


120 

i 3.43 

24 .b 

553 

10,2 


' 190 

2,61 

37.0 

523 

10,6 


'1 325 

1.47 

54.0 

563 

10,4 


415 

0,83 

63.7 

572 

10,6 


; 540 

0,13 

1 74.2 

5<'»3 

10,9 


670 

^ -0,40 

1 82,0 

553 

1 i,i 


[71] Tabelle 14. 

Temperaturbeständigkeit der vSaccliarase im Autolysat und in gereinigter Lösung. 



, 




Nulldrchungsrcit 

Aklivi- 

tiits- 

Verlust 

Nr. 

j 

Ins’crtin 

Reaktlons- i 

bedingungen j 

PH 

Temperatur 

(Minuten) 

vor nach 

I 




(9 

dem Krhitzen 

(%) 

I 

Autolysat 

I ccm + 4 ccm 

4.4 

52 i 0,5 

33 ! 

34 

0 


20proz. NaH2P04- 
Tösung 1 10 ccm 



34.5 ! 

34 





HA) 







Invertin ausdems. 

10 ccm 0,25 7oo 

4.4 

52 ±0,5 

14 

25 

43 


Autolys., Zeitw. 

Lösg. A 4ccm 20- 



14 

24 



3.85 (1.3 in frisch. 

proz. NaIl2PÜ4- | 







Zust.) 

lyösg. 4 - 1 ocin II 2Ü 






3 

Autolysat wie i 

wie I 

4.4 

57.5 ±0.2 

33 1 

51 

32 





34.5 1 

49 


4 

Invertin wie 2 

wie 2, nur 5 ccm Hn- 

4.4 

57.5 ±0.2 

1 

290 

89 



zyni auf 15 ccm 



29 1 

265 


5 

desgl. 

nur 5 ccm ohne 

vor d. P>h. 

39.0 ± 0,1 

31 

48,5 

39 

Phosphat auf 

1 5 ccm 

6,28 (61 3; 18), nach 
d.Erh.6, 43(621 18), 


29 

48.S 



1 



Inversion bei 4,4 





6 

1 desgl. 

nur 5 ccm niit 
2,6 ccm sek. + 

6,40 

Inversion 

; 39.0 T 0,1 

31 

29 

33 

32.5 

8 



7,4 ccm prim. 
“Vi5-Phosphat 

bei 4,8 

i 
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[72] Die Proportionalität von Enzymkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit 
bestätigt sich, wie aus den Tab. 12 und 13 hervorgeht, unabhängig von der Kinetik 
der Invertinwirkung, in den Grenzen 1:12,5 und 1:20. Nach den 'Beispielen i und 2 
der Tab. 13 ergeben die Mittelwerte der Reaktionskonstanten 10,7 und 216 das 
Verhältnis 20,2 anstatt 20,0. 

Nach den Versuchen 3 und 4 der Tab. 12 ergeben die Mittelwerte der Reaktions- 
konstanten 285 und 3710 das Verhältnis 12,97 anstatt 12,50, während sich aus den 
Anfangsgeschwindigkeiten der Quotient 12,7 berechnet. 

3. Temperaturenipfindlichkeit. 

Das Invertin des Hefeauszugs und das einer noch unvollkommen gereinigten 
Lösung wird in bezug auf Hitzezerstörung in der Tabelle 14 verglichen. 

Nach den Bei.spielen i bis 4 macht der Enzym Verlust des rohen Invertins bei 
57,5 ° und des reineren bei 52 ° den gleichen Bruchteil aus. Das ist eine Schutzwirkung 
der Begleitstoffe und auf eine solche, die natürlich je nach Menge und Natur der 
Hefeinhaltsstoffe schwanken kann, sind auch Unterschiede in der Temperaturempfind- 
lichkeit von Invertinvorkommnissen und Auszügen zurückzuführen. Die Unterschiede 
wurden bei einer Anzahl von Hefen und ihren Autolysaten von Eueer und seinen 
Mitarbeitern' sehr gering befunden. Dies berechtigt indessen nicht, aus größeren 
Unterschieden der Temperaturbeständigkeit Schlüsse auf Verschiedenheit von Enzymen 
zu ziehen, besonders wenn es sich um Vorkommnisse einerseits in Pilzen, andererseits 
ira wesentlich anderen Milieu tierischer Organe handelt. Anders ist es mit der Ab- 
hängigkeit vom /)jj. In großem Reinheitsgrad zeigt das Invertin (vgl. Abschn. i) 
dasselbe Wirkungsoptimum wie im Autolysat. Die von H. v. Eueer und 0. Svan- 
BERG* festgestellte Verschiedenheit der [73] optimalen Wasserstoff zahl bei Hefe- und 
Darmsaccharase läßt sich daher nicht auf den Einfluß von Begleitstoffen zurück- 
führen. 

Neutralsalzeinfluß. Die beiden Saccharasen unterscheiden sich auch hin- 
sichtlich der Abhängigkeit von Neutralsalzen. Beim Hefeinvertin ist kein Einfluß 
von Neutralsalzen auf die enzymatische Wirkung beobachtet worden, abgesehen 
von der Hemmung, die nach S. M. Neuscheoss') bei sehr hoher Konzentration von 
Salzen ausgeübt wird. Dagegen hat H. Bierry^) gefunden, daß die Darmsaccharase 
bei der Dialyse wirkungslos und auf Zusatz von Natriumchlorid wieder aktiv wird. 

Bei Hefesaccharase könnte aber ein Einfluß von Neutralsalzen auf die Wirkung 
durch zu viel Fremdkörper bisher verdeckt worden sein. Darum verglichen wir die 
Reaktionsgeschwindigkeit in wäßriger und in phosphathaltiger Lösung mit Invertin 
vom Zeitwert 0,20 nach 3 tägiger Dialyse gegen fließendes destilliertes Wasser. 

' H. V. Eueer und J. Laurin, Diese Zs. Bd. io8, S. 64 [1919]; Biochem. Zs. Bd. 102, 
S. 258 [1920]; H. v. Eui,er und K. Myrbäck, Diese Zs, Bd. 115, S. 68 [1921]. 

* Diese Zs. Bd. 115, S. 43 [1921]. 

') Pflügers Arch. Bd. 18 1, S. 45 [1919/20]. 

*) Biochem. Zs. Bd. 40, S. 357 [1912]; Bd. 44, S. 415 [1912]. 
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Pu 

~ 6,19 

0 Min. 

27 Min. 

<>9 bzw. 
70,5 Min. 

5.0s 

375 

2,21 

Pu 

= 6,19 

5.05 

376 

2,20 


bj Invertin + Rohrz. m. Phosphat; 

Das Phosphat ist also ohne Einfluß auf die Wirkung. 

Es vermindert aber nach den Versuchen 5 und 6 der Tab. 14 die Temperatur- 
empfindlichkeit, es wirkt wie andere Elektrolyte stabilisierend. 


4. Elektrische Überführung. 

C. A. PKKEbHARiNG und W. E. Ringer 3 übten in einer Untersuchung „Zur elek- 
trischen Überführung des Pepsins" Kritik an der Reinheit des Grüblerschen Pepsins, 
mit dem E. Michaelis und H. Davidsohn das elektrische Verhalten geprüft hatten, 
und sie schrieben der Beimischung von Albuniosen und Peptonen einen großen Ein- 
fluß auf das elektrische Verhalten zu. Diese Auffassung von Pekelharing und Ringer 
[74] wird von Michaelis und Davidsohn ‘) mit Beschränkung auf chemische Ver- 
bindungen aus Enzymen und Begleitstoffen angenommen, aber nicht für Kolloid- 
gemische. „Man kann wohl ganz allgemein den vSatz ablciten, daß ein Kolloid den 
isoelektrischen Punkt eines zweiten, gleichzeitig in Eösung befindlichen Kolloids 
nicht verändert, wofern nicht eine nachweisliche chemische Affinität der beiden 
Kolloide zu einander besteht ..." Es wird indessen richtiger sein, die Annahme von 
Verbindungen zu vermeiden, wenn es sich um die Assoziation eines Enzyms, z. B. 
mit Eiweißstoffen, handelt. Die wechselnden Adsorptionsaffinitäten, die dem In- 
vertin verschiedener Reinheit gegenüber elektronegativen Adsorbentien eigen sind, 
fordern eine Prüfung des reineren Enzyms im elektrischen P'elde. Die Erfahrungen 
der Adsorptionsmethoden bestätigen sich dabei qualitativ. Das nach der Reinigung 
mit Tonerde durch Kaolin adsorbierbare Invertin zeigt kathodische Wanderung bei 
der Kataphorese. Aber die quantitative Untersuchung ergibt, daß bei Aciditäten, 
die für vollständige Adsorption durch Kaolin genügen, nur ein Bruchteil des Invertins 
positiv geladen ist. Wird dieser durch das Adsorbens entfernt, so scheint die l/)sung 
weitere Anteile von Enzym zusammen mit gewissen Begleitern positiv geladen nach- 
zuschicken bis zur vollständigen Adsorption. Die elektrische Überführung, deren prä- 
parative Anwendung die folgenden Messungen vorbereiten, ermöglicht vielleicht voll- 
kommenere Fraktionierung als die Anwendung von Adsorptioiismitteln. 

Wir bedienten uns des von K. Eandsteiner und W. Pauli angegebenen Apparats 
lu der Modifikation von E. Michaelis 3 ). Als unpolarisierbare Elektroden wählten wir 
Zn in ZnS044). Die Klemmenspannung betrug 220 Volt. Das Volumen des [75] Mittel- 
gefäßes einschließlich der beiden Hahnbohrungen wurde durch Auswägen mit 

^ Diese Zs. Bd. 75, S. 282 [1911]. 

^ Biochem. Zs. Bd. 28, S. i [1910]. 

') Über die Kataphorese des Oxyhämoglobins, Biochem. Zs. Bd. 41, S. 102 [1912]; vgl. auch 
E. Michaelis und M. Rothstkin, eb^da Bd. iio, S. 217 [1920]. 

*) 25. Kongreß f. inn. Med., Wien 1908, S. 57. 

Biochem. Zs. Bd. 16, S. 81 [1909]; Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914, S. 192. 

'*) 0,5 bis 1,0 g ZnS04*7Hi0 für jeden Elektrodenschenkel. 
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Quecksilber zu 30,60 ccm ermittelt. Die nach 24stündigcm vStromdurchgang in den 
Scitengefäßen nachweisbaren Zinkmengen entsprachen rund 0,02 g ZnvS04 in 25 ccm. 
Ihr Einfluß auf die Invcrtinbestiminungen der vSeitenflüssigkeiten kann vollkommen 
vernachlässigt werden. Die Inversionsgeschwindigkeit durch ein Präi)arat vom Zeit- 
wert 4,7 Minuten wurde durch einen Gehalt der Bestimmungslösung von 0,01 und 
0,1% ZrivSO^ • 7H2O nur um 2,0 bzw. 5,3% vermindert. 

Anfangsdrehung = 5,00°; i- bis 4 fache Puffermenge. 


ZuSÜ»- 71120 (%) 

Zeit (Min.) 

Drduiiii' ('’) 

Ic • III* 

Aklivilal 1 

0,00 

40,0 

1,18 

04.5 

100,0 

0,01 

40,0 

1 ,21 

02,5 

()8,() 

0,10 

40,5 

1,28 

-^ 9.5 

94,7 

1 ,00 

40.5 

2 . 3 «S 

55.3 

5H.5 


Atii l^eispiel 6 der Tal). 1 5 sei der X'erlauf einer Katapliorese und die Bestiniiming der 
übergeführten Enzyninieiigeii näher geseliildert. Angewandt war mit Aluniiniunihydroxyd ge- 
reinigtes, durdi Kaolin gut adsorbiefbares Invertin vom Zeitwert 4,7. Als Mittelflüssigkeit diente 
eine 0,33 proz. Lösung in »/^o-Essigsäure, die vSeitengefäße waren mit »/50-Kssigsäure bescliiekt. 
Nach Äufsetzen der Elektroden wurde der Apparat in einem Kellerraum er.sehütterungsfrei 
aiifgestellt und zum Ausgleich der Temperatur und des hydrostati.sehen Druckes sich selbst über- 
lassen, ehe wir die Hähne zu beiden Seiten des Mittelgefäßes öffneten. Im Tyndallkegel traten 
dabei keine Strömungen an den Grenzflächen auf. Die beiden Elektroden wurden für 66 vStunden 
mit einer GleichstroiiKiuelle von 220 Volt verbunden. Nach dem Au.seinaiidernehnien des Appar^ltes 
entleerten wir die Kathoden- und Anodenlö.sung, um jede mit etwas vSpülflü.ssigkeit auf 30 ccm 
zu l)ringen. 

Aktivität der Anodenflüssigkeit, geme.s.sen unter den Bedingungen des Vergleichszcitwertes : 
IO ccm in 50 ccm Rolirzuckerlösung ; nach 47 Minuten « -- 3,45"; pn 2,9 (color.). 

Kathodenlö.sung : 10 ccm auf 50; nach 49 Minuten « — 1,60 p]i 3,2. 

Pu der ^^littelflüssigkeit zu Beginn und am Bälde des Versuches 2,93. 

Auf Grund der in Tab. 4 (vS. 24) mitgeteilten Beziehung zwischen den ver.schiedeneii Ma.s.sen 
des Invertins bereclmen wir hieraus die Zeit, die nötig wäre, um durch das Enzym der Mittel- 
flüssigkeit sowie durch seine übergeführten Beträge 4 g Rohrzucker in 25 ccm bei 15,5“ zur Null- 
drehung zu spalten. Sie beträgt für die Mittel-, Anoden- und Kathodenfliissigkeit 2,53, 363 und 
140 Minuten. 


[76] Tabelle 15. Beispiele für die Wanderung des Invertins im elektrischen B'eld. 


Nr, 

ZiK'iinmensctzunK 'Itr Mittel- tnnl .Sfitcnfliissit’kdtcn; 

1 Angabe der [II ] 

Ikaucr des 
Strom- 
<lurch- 
Raugos 

Stunden 

Nulldrehungszeit der 
Anodcn-Mlttel-Kathoden- 
Flüssigkeit 

Wanderung 
iti % zur 

thode 

I 

j Autoly.sat (1 Hefe + 2 Wa.s.ser -j Toluol); lEO; 

1 nicht gern 

70 

775 

6,1 8 

rX) 

0,80 

0,00 

2 

Autolys. analoger Darst. 1’/: Jahre alt; nicht 



16 

840 

6,86 

(X 

0,82 

0,00 

3 

Autolys. wie 2 ; Vv^'ol. 'V'-lvs.sigs. ; vSeitenge- 
j fäße 'Vv'-ke'Ssigs 

18 

I I H) 

7,07 

cx 

0,64 

0,00 

4 

o,2proz. Lösung eines d. Kaolin .schwer ad.sor- 
' bierbaren tonerdeger. Inv. v. Ztw. 8,45 ; dest. 
j Wasser; nicht gern 

64 


ö,0 

d3200 


0,05 

5 

i Da.ss. in “/^o-E/Ssigs. ; Anode pn 2,9; Katlnxle ' 
pn - 3,0 (color.) 

23 

1 170 

, 7,1 

3880 

0,61 

! 0,18 

6 

Präp. V. Ztw. 4,7 in 'Vso-Es-sigs. ; Mittelflkt. pn 

2,9 bis 3,0; Kath. am Ende 3,4 (color.) . . . 

66 

i 

303 ! ^,53 

140 

0,70 

* 1,80 
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Xr. 

Zusamincusclzmig der Mittel- und Seitcnflüssigkeiten; 
Angabe der [ir] 

Dauer iles 
Slrom- 
dureh- 
ganges 

Stunden 

Nulldrelnmgszcit der 
Anoden Mittel- Kal holten - 
1‘liissigkeit 

W'audenmg 
in zur 

Anode 

: lliode 

7 

Präp. aus Neutralautolys. v. Ztw. 1,0 in (lest. 
Wasser; nieht gciu 


</) 0,52 

-7 

‘>..=i 4 1.08 

8 

: Dasselbe Präp. in ’Vso-Aeetat ; /’ii - 6,0 . . . 

18 

97 1.04 

70 

1,07 1,40 

9 

Wie 8, Mittelflkt. enthält überdies 1 5,8 mg Ivier- ' 
albumin ; pn - 6,0 

18 

117 1,04 

.16 

0,8(; 2,2b 

10 

Präp. aus pankreaseiitl. liefe, Zeitw. t,o in dest. 
Wasser; pn — ' 

TO 

.147 . 1.0 

217 

1.44 .b.V> 


[77] Die Tab. 15 läßt in einigen Beispielen erkennen, wie mit zAinclimender Rein- 
heit des Invertins der übergeführtc Anteil zuniinint. Bei annähernd gleicher Aktivität 
der Mittelflüssigkeiten von Beispiel i und 10 sind im Hefeautolysat in 70 vStunden 
nur 0,8 % des Knzynis zur Anode gewandert, während vom Präparat mit dem Zeit- 
wert I schon nach 19 Stunden 1,44% im Anoden- und 2,30% im Kathodengefäß nach- 
gewiesen werden konnten. Der Vergleich von Beispiel 8 und 9 ergibt Zunahme der 
kathodischen Wanderung eines i-Minuten-Präparats durch geringen Zusatz von Kier- 
albumin bei = 6,0. Die Erfahrungen über Reproduzierbarkeit der einzelnen 
Messungen — namentlich an gereinigten Saccliaraselösungen, deren Tyndalleffekt 
äußerst schwach ist — erlauben indes noch nicht, diesen PTfekt mit Bestimmtheit 
der Beimischung zuzuschreiben. 


5. Zur Stabilisierung. 

Pan mit Tonerde und mit Kaolin gereinigtes Präparat, das nach der Dialyse 
den Zeitwert 7,5 hatte, verlor bei 3 tägigem Stehen 22% seiner Wirkung. Darauf 
versetzte man diese 0,15 proz. Knzyiulösung, deren Zeitwert jetzt 9,6 war, mit ver- 
schiedenen Schutzstoffen, nämlich mit 50 % ihres Trockengewichts. Zur vergleichenden 
Bestimmung der trockenen Präparate wurden Proben bei Zimmertemperatur im kuft- 
strom abgedampft, andere Proben nach 14- und nach 20tägigem Stehen der Lösungen 
bestimmt (vgl. Tab. 16). 

Calciumchlorid schützte beim Iundanij)fen nicht. Hefegummi mit Chlorcalcium 
wirkt ähnlich günstig wie Gummi allein. 


Zusatz 


Oliiie Zusatz 
Chlorcalciuni 
Olykokoll . 
Lcucylglycin 
Hefeguiuini 
Blyceriii . . 


Tabelle 16. 


1 Nach 14 tägigem Stehen 

Nach 20 

tägigem Stehen 

Nach dem Abdampfen 

Zeitwert 

Aktivitäts- 
verlust (%) 

Zeitwert 

Aktivitäts- 
1 Verlust 

Zeitwert 

Aktivitäts- 
vcrlusl (7o) 

14.7 

.T'i 

14.7 

35 

1 



9.7 

1.5 

11,1 

14 

lOf) 1 

91 

10 

5 

11.3 

15 

9,4 1 

0,0 

9.8 

2,5 

10, f) 

9 

9.6 1 

0,0 

10,2 

6 

11,1 


10 

5 

10,3 

7 

II . 5 

1 

10,1 1 

6 
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[78] Die Schutzwirkung von Hefegummi war auch bei einem mittels der Bleifällung 
clargestellten Präparat (/i der Tab. 6) deutlich, das beim Abdampfen zur Trockne 2/4, 
beim Verdampfen in 25% Hefegummi enthaltender Tösung nur halb so viel Aktivität 
cinbüßte. 

Invertinlösung fi Zeitwert 1,05. 

Zur Trockene verd ,, 4,12, Verlust 75%. 

Mit Hefegmimii verd. ... ,, t,6, ,, 35. 

Die günstige Goldzahl von Hefegummi erklärt diese Wirkung. Wir bestimmten 
mit Hefegummi, der nach dem nicht eben schonenden Verfahren von Pk Saekowski* 
frisch dargestellt worden, die Goldzahl nach dem Vorschlag von R. Zsigmondy^ = 0,1. 
Die Schutzwirkung, die von Invertinpräparaten auf Goldsol ausgeübt wird, ist haupt- 
sächlich durch ihren Gehalt an Hefegummi bedingt. Wir fanden z. B. für ein nur 
mit Aluminiumhydroxyd gereinigtes, noch 10% Hefegummi enthaltendes Präparat 
vom Zeitwert 4,7 die Goldzahl i, hingegen für ein Präparat von ähnlicher Konzen- 
tration, das durch Isolierung aus der Bleifällung so gut wie frei von Hefegummi er- 
halten worden, die Goldzahl > 10. 

Dem mit Bleiacetat, dann mit Tonerde gereinigten Präparat 9 der Tab, 6 
(Zeitw. 0,26) kommt die Goldzahl 20 zu. 

’ Cheni. 13 er. 13(1.27, S. 4(^7 L^^94]- 

* Zs, aiiulyt. Cliem. Bd. 40, vS. 6(^7 [1901]. 
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49. ZUR KENNTNIS DES INVERTINS. 

Von Richard Willstätter und Walter Wassermann. 

Vierte Abhandlung. 

(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie d(‘r Wissenschaften 

in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 14. Aug. 1922,) 

I. Auswählende Adsorption aus den Autolysaten. 

Die Bedeutung der Adsorptionsniethoden für die Tsolierung des Invertins beruht 
darauf, daß es diesem Knzyin wie anderen an chemischen Reaktionen, abgesehen von 
der spezifischen Enzym Wirkung, und an schwer löslichen Derivaten fehlt. Diese Metho- 
dik für die Abscheidung der Enzyme hat schon eine lange Vorge.schichte, aber ihre 
Entwicklung war durch einige Schwierigkeiten gehemmt. Die Enzymadsorbate waren 
nicht leicht zu zerlegen, was zu der noch heute verbreiteten Anschauung geführt 
hat: ,,Der Adsorptionsprozeß ist mehr oder weniger irreversibel und unterscheidet 
sich dadurch von der Adsorption krystalloidcr Stoffe“ [0. Hammarsten und S. G. He- 
din*]. Indessen führt schon die ältere Enzymliteratur einige Beispiele an für die 
Adsorption von Enzymen durch Niederschläge und darauffolgende Elution. Nach 
dem grundlegenden Versuche von E. Brücke^ wird Pepsin und ebenso, wie A. Mayer ^ 
Ul .seiner ,,Eehre von den chemischen Fermenten“ anführt, pflanzliche Dia.stase durch 
Bildung eines [182] Niederschlags von Calciumphosphat gefällt und dem Adsorbate 
niit sehr verdünnter Phosphorsäure wieder entzogen. So verhalten sich auch die 
Invertinadsorbate, die wir in vielen Fällen mit einfachen chemischen Mitteln zu zer- 
legen vermögen und zwar mit sehr verdünnten Alkalien. Die Elution beruht auf 
der Überwindung der kleinen Affinitätsbeträge, die in den Adsorbaten wirken, durch 
etwas .stärkere Affinitäten*). 

Ein viel erheblicheres Hindernis stellten der Anwendung eines Adsorptions- 
verfahrens die verwickelten und wechselnden Assoziationen der Begleitstoffe mit 

‘ Lehrbuch der physiologischen Chemie, 9. Aufl., 1922, S. 38. 

Sitzungsberichte der niathemat.-naturwi.s.s. Klasse d. K. Akad. d. Wksensch. Wien 43. Bd., 

• Abt., S. 601, und zwar S. 603 [i86/]. 

^ Heidelberg 1882, S. ii. 

B Erste Abh., S. 59. 
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dem Knzym in den Weg, durch welche die Adsorption erschwert und das Verhalten 
des Knzyins verscldeiert wird. Krst im Laufe seiner Reinigung gab sich das Invertin 
als amphoter zu erkennen und als geeignet für die aufeinanderfolgende Anwendung 
von Adsorbcntien elektropositiver und elektronegativer Natur. Dies ist das Wesent- 
liche der in der ersten Abhandlung“ mitgeteilten Methodik. Das Verfahren von Wiu,- 
STÄTTER und Racke erfordert zunächst eine Vorreinigung mit Kaolin in acetonhaltiger 
Lösung, wodurch sich gewisse hartnäckig folgende Proteine beseitigen ließen. Darauf 
folgte die erste Adsorption mit Tonerde in ebenfalls (28%) Aceton enthaltender Lösung 
und Elution mit 0,04 proz. Ammoniak. Nach dem Fällen der eingeengten Lösung 
durch Aceton enthielt das Invertin nur noch Spuren von Eiweiß, aber große Mengen 
von Hefcguninii. Es ließ sich davon befreien durch die zweite Adsorption, nämlich 
mit Kaolin, und Elution mit sehr verdünnter Natriumcarbonatlösung. 

Für den Reinheitsgrad der Präparate war die Anwendung möglichst geringer 
Mengen der Adsorbcntien entscheidend. Es war ,,eine Plrfahrung aus dieser Arbeit, 
daß eine bestimmte Sorte Aluminiumhydroxyd unter verschiedenen Bedingungen 
z. B. in wäßriger oder acetonig-wäßriger I.ösung ungefähr gleiche Stoffmengen, aber 
verschiedene j\lengen Enzym adsorbiert. Daher wird das Invertin, je weniger Alu- 
miniumhydroxyd man braucht, um eine gegebene Menge desselben zu adsorbieren, 
[183] in desto reinerem Zustand dadurch erhalten. Die zur Adsorption des Invertins 
erforderliche Menge von Aluminiumhydroxyd ist ein gewisses Maß seiner Selektivität. 
Wenn z. B. für eine mit 40 Vol.-% Aceton vermischte Invcrtinlösung dreimal weniger 
Aluminiumhydroxyd zur cpiantitativcn Adsorption des Enzyms nötig war, wie in der 
wäßrigen Lösung, so war auch das adsorbierte Trockengewicht für die gegebene In- 
vertinmenge im ersten Falle ungefähr dreimal geringer“. Die Wirkung des Acetons beruht 
vielleicht darauf, daß eine amphotere Verbindung in acetonhaltiger Lösung stärker 
sauer reagiert, wie es für wäßrig-alkoholische Lösungen vor kurzem gezeigt wurde^). 

In der Absicht, das Adsorptionsvermögen der Tonerde für Enzyme zu steigern, 
haben WiLLSTÄTTER und H. Kraut eine (noch nicht veröffentlichte) Arbeit* in An- 
griff genommen, die sich auf Hydrate des Aluminiumoxyds von verschiedener Dar- 
stellung, Zusammensetzung und chemischer Reaktionsfähigkeit bezieht. In dieser 
Untersuchung wurde erkannt, daß die Tonerde das Invertin bei großer Verdünnung 
seiner Lösung viel mehr auswählend adsorbiert, daß ihr Adsorptionsvermögen für 
Invertin ein vielfach größeres wird. Die Einflüsse der Begleitstoffe, die der Adsorption 
entgegenwirken, erscheinen bei starker Verdünnung mit Wasser und noch mehr bei 
Gegenwart von Säure abgeschwächt, gewiß infolge hydrolytischen Zerfalls gebildeter 
Additionsprodukte . 

Nach der Adsorptionsformel von H. Freundlich und nach vielen F)rfahrungen 
war zu erwarten, daß eine gegebene Menge Adsorbens aus einer schwachen Lösung 

^ Ami. d. Chem. 13(1.425, vS. i [1(^20/21]. 

‘) R. Wu.ESTÄTTivR und F. Waedschmidt-Lkitz. 13 er. d. Deutsch, chem. Ges. Bd. 54, 
S. 2988 [1921]. 

* Abh. j 6 und folgende. 
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verhältnismäßig mehr Substanz aufnimmt als aus einer konzentrierteren. Allein es 
läßt sich nicht vorhersehen, daß die absolute Menge adsorbierten Enzyms mit dem 
\'erdünnen der Eösung steigt und daß sich die Adsorption in höherem Maße für Invertin 
beim Verdünnen des Hefeautolysates selektiv gestaltet als für irgend ein Protein, 
eine Nucleinsubstanz oder ein anderes Protoplasmazerfallsprodukt. In der Tat be- 
ruht die Beobachtung von WibLSTÄTTKR und Kraut, die unserer llntersucliung 
zugrunde [184] liegt, auf der Anwendung von Invertinlösungen, die ganz besonderen 
Bedingungen genügen. Würde man einfach einen Ilefeauszug, dargestellt nach einem 
der üblichen Autolyse verfahren, unter starker Verdünnung mit viel Tonerde oder 
Kaolin behandeln, so wäre das Adsorbens nicht imstande, daraus Invertin auswählend 
zu adsorbieren. 

Das Adsorptionsvermögen der Tonerde oder eines anderen Ad.sorptionsinittels 
wurde in der ersten Abhandlung (vS. 66) durch den „Adsorptionswert“ ausgedrückt. 
Dieses Maß gibt die Rohrzuckermengc an, die von i g unter bestimmten Bedingungen 
mit Invertin gesättigtem Adsorbens unter den Verhältnissen der Zeitwertdefinition 
in einer Minute zur Nulldrehung invertiert wird. Danach kommt dem mit Invertin 
beladenen Aluminiumhydroxyd der Adsorption s wert i zu, wenn i g desselben unter 
den Bedingungen der Zeitwertbestimmung i g Rohrzucker in einer Minute zu 75,75% 
invertiert. Das Adsorbens (i g) hat dann Invertin entsprechend dem M.Z.Q. 0,25 
aufgenommen. Es ist zweckmäßiger, die Einheit des Adsorptionswertes auf die In- 
version von 4 g Rohrzucker zur Nulldrehung zu beziehen, sie nämlich so zu wählen, 
daß das Adsorbens mit InvertiiP vom M.Z.O. i gesättigt ist. Der AdsorjAionswert 
gibt also die Invertinmenge in M.Z.Q. an, die von i g Adsorbens unter bestimmten 
Bedingungen aufgenommen wird, l'erner i.st es vorzuziehen, daß die Angaben für 
Tonerde auf AI2O3, nicht auf Al(OH)3 bezogen werden. Der ältere Adsorptionswert 
wird in den abgeänderten, der im folgenden als Maß dient, mittels des Faktors 

4 ‘ ic)2,2 umgerechnet. 

Das Reziproke des Adsorptionswertes gibt die Menge Adsorbens an, die unter 
bestimmten Bedingungen erforderlich ist, um Invertin vom M.Z.Q. i zu adsorbieren. 

Für eine gegebene Sorte von Tonerde ist der Adsorptionswert in erster Einie von 
der Zusammensetzung der [185] Enzymlösung abhängig, ferner von den Phizymkon- 
zentrationen vor der Adsorption und nach Phnstellung des Gleichgewichtes. Wir 
ergänzen daher den Adsorptiomswert (A.W.) mit der Angabe des Volumens der In- 
vertinlösung in ccm, das den M.Z.Q. i enthält, und des Bruchteils der Enzym- 
adsorption. Bei.spielsweisc fanden wir mit einem durch Kaolin (ohne Aceton) vor- 
behandelten Autolysat : 

A.W. (400; 17%) == 0,166 (11. d. früheren Maße 0,435). 

A.W. (8000; 96%) — 0,94 (n. d, früheren Maße 2,46). 

Dicvses Maß der Iiivertinnienge, I. Abh., S. 8, ist der Quotient des in Porin von liefe, 
u olysat oder Präparat dosierten Materials und .seiner durch den Zeitwert geiuesseuen Wirkung. 

Willstättcr, Enzyme. 
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Adsorption durch Tonerde. 

Die angewandten Invertinlösungen waren durch 6 tägige Autolyse aus Brauerei- 
hefe mit der doppelten Menge Wasser unter Zusatz von Toluol gewonnen; sie enthielten 
gewöhnlich M.Z.Q. i in 300 bis 400 ccm. In den Adsorptionsversuchen mit den frisch 
dargestellten, mit Kaolin ohne Aceton vorbehandeltcn Lösungen ergaben sich für 
Aluniiniumhydroxyd Adsorptionswerte von etwa 0,06 bis 0,16 bei einem Adsorptions- 
grade von IO bis 20% des Invertins. Dieselben Tonerdeniengcn adsorbierten bei 
lofacher Verdünnung 50 bis 70, bei 20- bis 5ofacher 80 bis 95% des Enzyms, die 
Adsorptionswerte stiegen dementsprechend auf 0,5 bis 0,9. 

Das nämliche Autolysat ohne Reinigung mit Kaolin hatte gar keinen Einfluß 
der Verdünnung erkennen lassen. ])ie Adsorptionswerte 0,93 und 0,95 für die Ver- 
dünnungen 300 und 6000 waren dabei überraschend hoch. Es zeigt sich hier, daß 
eben die Nebenprodukte (Proteine), welche vom Kaolin am leichtesten entfernt werden, 
die Aufnahme des Invertins durch die Tonerde als Koad.sorbentien in hohem Maße 
befördern. 

Bei den frischen Autolysaten hatte auch die Reinigung mit Kaolin in 28 % Aceton 
enthaltender bösung nur einen unvollkommenen Erfolg. Der A.W. (Verdünnung 300) 
stieg zwar auf i,i an (bei 13% Adsorption), aber es war hier 20 fache Verdünnung 
mit Wasser nötig, um ihn zu erhöhen und dann nur auf t,6 (bei 19,4% Adsorption). 

Die auswählende Adsorption wurde erst deutlich nach Altern der Autolysate. 
Die dabei erfolgenden Abbauvorgänge, [186] die in der dritten Abhandlung eingehender 
behandelt wurden, greifen die mit dem Invertin vergesellschafteten Inhaltsstoffe der 
Hefe an und verändern dadurch das Verhalten des Enzyms selbst gegenüber den 
Adsorbentien. 

Nach 6 Woclien langem vStehen war das Bhizym deutlich leichter adsorbierbar, 
besonders aus verdünnten Lösungen. vSchon bei lofacher Verdünnung der mit Kaolin 
ohne Aceton vorbehandelten Invertinlösung erhob sich der Adsorptionswert von 0,2 
(17% Adsorption) auf 1,2 (97% Adsorption). Noch erfolgreicher war die Verarbeitung 
der gealterten Autolysate, als sie nach den Angaben von WiüÜvSTÄTTek und Racke 
aus wäßrig-acetoniger Lösung mit Kaolin enteiweißt wurden. Für die so vorbehan- 
delten unverdünnten Lösungen (M.Z.Q. i in ca. 600 ccm) betrug der Adsorptions- 
wert der Tonerde etwa i (20% Adsorption), bei lofacher Verdünnung stieg er auf 4,3 
(fast 80% Adsorption). 

Die günstigste Dauer des Alterns betrug in unseren Versuchen 6 bis 8 Wochen. 
Bei längerem Reifen der Autolysatc begannen die Adsorptionswertc wieder zu sinken 
(Vers. 22 bis 25 der Tab. i). 

Für die Tonerdeadsorption ist die sehr .schwach saure Reaktion, die das Autolysat 
nach der Verdünnung besitzt, die geeignetste (Nr. 45 bis 27). vSäuert man die Invertin- 
lösung mit Essigsäure an (Titrationsacid. "I20), so sinkt der Ad.sorptionswert auf 0,5, 
noch viel tiefer, wenn man mit Ammoniak genau lackmusneutrale Reaktion einstellt. 



Zur Kenntnis des Invertins. IV. Abhandl. 


691 

Wird wie bei WilIvSTÄTTER und Racke die Adsorption aus acetonhaltiger Rösung 
vorgenommen, so erhöht vSich bei der großen Verdünnung der beobachtete Adsorptions- 
wert noch etwas mehr, aber auf diese nicht bedeutende letzte Steigerung mußte ver- 
zichtet werden, da zu große Mengen Aceton dafür nötig wären. 

Uie Adsorption unter den angegebenen Bedingungen i.st in solchem Maih selektiv, 
(laß sie nur etwa ^j-zo bis ^3« der Tonerdemenge wie in den entsprechenden Versuchen 
von WIELSTÄTTER uiid Racke mit konzentrierteren acetonfreien Invcrtinlösungen 
erfordert. Daher besitzt das aus einem solchen [187] Adsorbat ehiiertc Invertin 
ohne weiteres etwa denselben Reinheitsgrad (Zeitwert < i) wie die in der I. Abhandlung 
durch wiederholte Adsorption.sprozesse und löällung gereinigten Präparate und ist 
gleich diesen vollkommen frei von Ilefegummi, Diesem Reinheitsgrad stehen Invertin- 
zeitwerte von etwa 28 gegenüber, die WieEvSTÄtter und Racke für die durch die Ton- 
erde adsorbierte Substanz ermittelt haben (a. a. (). S. 68), als die Adsorption aus wäß- 
riger (acetonfreier) I^ösung vorgenommen wurde, und zwar ebenfalls aus den mit 
Kaolin gereinigten Autolysaten. 

Die Tonerdeadsorbate stehen mit den Autolysaten im Gleichgewicht, die viel 
eluicrend wirkende Stoffe (Koeluentien) enthalten. Daher erhöht sich der Adsorptions- 
wert (Vers. 28 d. Tab.) .sehr wesentlich, wenn das Ad.sorbat mit fast reinem Wa.s.ser 
im Gleichgewicht steht. Wir verwxmdeten für die.sen Versuch ein nach der Kaolin- 
incthode gereinigtes Invertinpräparat vom Zeitwert 0,6 und fanden bei der Ver- 
dünnung M.Z.O. I in 1400 ccm bei fast vollständiger Adsorption den A.WE 19,5' 
der Tonerde. 

Die in der Tab. i zusammenge.stellten Versuche zeigen Unterschiede im Adsorp- 
tionsvermögen des.selben Aluminiumhydroxyds mit demselben Autolysate im Ver- 
hältnis von 1:90. Sie lehren, daß die selektive Wirkung der Tonerde und die prak- 
tisch günstigste Steigerung ihres Adsorptionsvermögens bedingt wird durch Altern der 
Autolysate, Vorbehandlung mit Kaolin in acetonhaltiger Uö.sung und etwa 20 fache 
Verdünnung. 

Adsorption durch Kaolin. 

In der ersten Arbeit dieser Reihe war gefunden worden (S. 85 und 99), daß das 
aus dem Tonerdeadsorbat eluierte Invertin, und zwar erst dieses, durch Kaolin adsor- 
bierbar ist. ,, Durch die Behandlung mit Aluniiniumhydroxyd ist das Plnzym von 
den Koadsorbentien, Begleitstoffen überwiegend sauerer Natur, abgetrennt worden, 
mit denen es zuvor assoziiert war. Es zeigt in diesem Reinheitsgrad das Verhalten 
eines [189] amphoteren Stoffes und wird nun sowohl von elektronegativeii wie elektro- 
positiven Adsorbentien aufgenommen.“ Es gelang nun, analog den Beobachtungen 
mit Tonerde, an gealterten, sehr verdünnten Uösungen, das Invertin auch unmittelbar 
aus den Autolysaten, und sogar ohne irgendeine Vorreinigung derselben, wie sie für 
j'Q^^rdeadsorption nötig i.st, durch Kaolin selektiv zu ad.sorbieren, so daß sich 

Dieser Ad.sorptionswert, der bei Gegenwart von Natriunichlorid ermittelt wurde, ließ sich 
uoch weit übertreffen. 


4U 
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R. Wll,i.STÄ'fTKR und W. WASSERMANN: 


Tabelle i. Auswähleiide Adsorption mit Tonerde (Sorte B*). 


Nr. 

Alter des Aiittdysates 

Vorbehandlung 

Invertin- 

menKO 

M.Z.tJ. 

Al, 0 , 

« 

Verdünnung 

M.Z-Q- I 

Adsorp- 

tions- 

grad 

% 

Adsorp- 

tions- 

werl 

1 

8 Tage | 

keine 

0,179 

0,082 

300 

42,7 

0,93 

2 

8 ,, 


0,179 

0,082 

6000 

43 .« 

0,95 


8 ,, 

Kaolin ohne Aceton 

0,121 

0, 1 86 

400 ' 

9 

0,059 

4 

8 


0,121 

0.1395 

400 

19 

0,16 

=; 

8 ,, 


0,02-1 

0,0279 

4000 

46 

0,40 

6 

8 ,, 


0,121 

0,186 

Sooo 

«3 

0,54 

7 

8 ,, 


0,121 

0.1395 

20000 

93 

0,81 

8 

8 ,, 


0,02-1 

0,0279 

8 000 

99 

0,85 

0 

12 


0,058 

0,060 

400 

17 

0,16 

H) 

12 


0,058 

0,060 

4000 

76 

0,73 

1 1 

12 

.. 

0,058 

0,060 

8 000 

96 

0.93 

12 

14 .. 

mit 

0.170 

0,0205 

300 

T 3 

1,1 

I.S 

14 .. 

.. 

0,170 

0,0205 

3(KK) 

11,8 

0,98 

14 

14 .. 


0,170 

0,0205 

6000 

19.4 

l.b 

15 

6 W ot'lieii 

ohne 

0,169 

0.1395 

3 (.)ü 

17.2 

0,21 

lO 

6 

,, ,, 

0,169 

0,1395 

3000 

' 97 

1.2 

17 

ö 


0,169 

0,1395 

6(.k)0 

1 98,8 

1.2 

18 

6 

,, mit 

0.113 

0,0205 

600 

20,3 

1,1 

19 

(> 

.. 

0, 1 1 3 

0,0205 

4 ^ 

77,9 

4,3 

20 

6 ' 


0, 1 1 3 

0,0205 

9(X)0 

: 84 

4,6 

21 

b ,, ; 


0, 1 36 

0,0205 

3 500 80 

(28 % Aceton 

5.3 

22 

^ Wochen b. 15 


0,0927 

0,0196 

1 1 wo 

3 «.« 

b 5 

23 

1 W. 15 ^ 2 W. 30" 


0,0843 

0,0196 

1 2( K)0 • 

74-9 

3.2 

24 

I W. M 4 W. 30 "" 


0.0753 

0,0098 

1 3 000 

. 3 b, 5 

2,8 

25 

I w. iL’. 7 w. 30'" 


0,074 

o,(K)98 

1 3 000 

33.« 

' 2.5 

26 

1 W. 15 T 7 W. 30" 


: 0,074 

0,0098 

13 (XX) 

eVzo-kssigs.) 

7 

0,53 

27 

I W. 15 ^ 7 W. 30" 


' 0,074 

0,0098 

1 3 000 

(neutral) 

3 

0,23 

28 

Invertin v. Z.W. 0,60 


' 0,386 

0,0186 

I -100 

94.5 

19.5 


darauf die einfachste Methode gründen läßt, Invertin von hohem Reinheitsgrade, 
frei von Hefegummi, zu isolieren. Ks ist nötig, dafür die Autolysate gealtert, sehr 
verdünnt und angesäuert zu verwenden. 

Der wichtigste Umstand, auf den es dabei ankommt, ist die Acidität der Invertin- 
lösung. Ihr Einfluß war schon von WibbSTÄTTER und Racke erkannt worden. Sie 
fanden die Adsorption durch Kaolin sehr gesteigert ,,in schwach essigsaurer Eösung, 
z. B. in '725-normaler, für die nur etwa ^5 Kaolinmenge wie für entsprechende 
neutrale Lösungen erforderlich ist“. Her Einfluß der Acidität ist in unseren Ver- 
suchen noch größer, da wir mit den viel amphotere Stoffe enthaltenden rohen In- 
vertinlösungen arbeiten und da wir Kaolin von neutraler Reaktion auf Lackmus an- 
wenden. Das Kaolin von WibbSTÄTTER und Racke war durch Erhitzen mit Salzsäure 
und Auswaschen mit Wasser in seinem Adsorptionsvermögen gesteigert worden. So 
behandelt, reagiert es sauer, es ist noch mit Salzsäure beladen und besitzt erhöhtes 
Adsorptionsvermögen für Invertin. Für unsere Untersuchung diente elektroosmotisch 

* ln der Originalahh. ist irrtümlich Sorte A angegeben. 
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gereinigtes Kaolin, das uns Herr Direktor Dr. Erwin Maykr der Elektro-Osmose A.-O. 
in Wien freundlichst zur Verfügung stellte. Wenn dieses Kaolin auf Invertin von 
höherem Reinheitsgrad in wäßriger Eösung einwirkt, so i.st sein Adsorptionsvermögen 
gering, in essigsaurer Dösung bedeutend. Wir behandelten z. B. ein Invertinprä])arat 
vom Zeitwert 0,6 und zwar 500 ccm, enthaltend M.Z.Q. 0,39, mit 1,25 g Kaolin. Die 
Adsorption betrug 5,5% vom Invertin, entsprechend einem Adsor])tionswert von 0,02. 
In einem anderen Versuche mit Invertin vom Zeitwert 0,75 ließen wir 20 g Kaolin 
auf 2 1 , enthaltend M.Z.Q. 2,7, einwirken. Die Adsorption betrug 19%, entsprechend 
einem Adsorptionswert von 0,026, [190] während der A.W. für eine ähnliche "/^o- 
essigsaure Invertinlösung 0,15 betrug. 

Die Autolysate sind an sich unzureichend sauer. Die Versuche i bis 4 der Tab. 2 
lassen bei der gegebenen Acidität der Autolysate, seien sie unverdünnt oder verdünnt, 
frisch oder gealtert oder auch mit Kaolin vorbchandelt, keine Adsorption des Enzyms 
durch Kaolin erkennen. 

Die geeignete Acidität ist die einer "/20-EvSsigsäiire ; sie wird in der erforderlichen 
Zeitdauer vom Invertin vertragen. In einigen Versuchen (Nr. 6 und 7 der Tab. 2) 
zeigte sich auch bei optimaler Acidität kein Einfluß der Verdünnung an einem frischen 
(z. B. 14 Tage alten) Autolysat. Bei gealterten Hefeauszügen macht aber ähnlich 
wie bei der Tonerdeadsorptit)n die Verdünnung ihren Punfluß geltend und zwar so, 
daß cs unnötig ist, die Autolysate zuvor in neutraler wäßriger oder acetonhaltigcr 
bösung mit Kaolin zu reinigen, zumal durch diese Behandlung die Eiweißkörper 
doch nur sehr unvollkommen entfernt werden. 

Die Menge Kaolin, mit der das Invertin quantitativ adsorbiert wird, ist nur ein 
Bruchteil der von E. MiciiAKUvS' für die Entfernung von Eiweiß aus den Invertin- 
lösuiigen empfohlenen (15 bis 20 g für 100 ccm invertinarmer Autolysate). 

Der Adsorptionsw^rt des Kaolins betrug bei gümstiger Acidität für frisch dar- 
gestelltes (z. B. 14 Tage altes) Autolysat 0,007 und stieg für die 6 bis 8 Wochen alten 
auf 0,06 bis 0,09 an, ohne bei noch älteren Autolysaten merklich zu differieren. Mit 
der Verminderung der Kaolinnienge geht die Verbesserung des Reinheitsgrades des 
adsorbierten Invertins Hand in Hand. 

Einfluß der Verdünnung auf die Eällbarkeit durch Blciacetat. 

In der III. Abhandlung über Invertin ist eine Methode der Isolierung mittels der 
Bleiacctatfällung niitgeteilt worden. Es sind Begleitstoffe des Enzyms in den Hefe- 
auszügen, die [191] vom Bleiacetat niedergeschlagen werden. Aus frischen Autolysaten 
vermögen die Bleifällungen sehr wenig Invertin zu adsorbieren, aus gealterten das 
gesamte. Nacli Altern von einigen Monaten genügten oft '/3 der zur vollständigen 
Bleifällung nötigen Menge Bleiacctat, um 90% des Invertins zu adsorbieren. 

' üiocheiii. Zs. Bd. 7, vS. 488 [1907/08]; L. Niciiakus und M. Khrknkhich, Biocliem. Zs. 

IO, S. 283, 295 [1908] ;L. MiciiAKiJSiii Abderhaldens Haiidlmch der biocliem. ArbeitvSmethodeu 

[5910] III. Bd., vS. 7. 
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R. Wir,i.sTÄTTKR und W. Wassermann : 


Tabelle 2. Auswälileiide Adsorption mit Kaolin. 


Nr. 

.\ltcr des Autolysats 

1 ! 

' Vorbcliandliint; 

1 

Acidität 

In- ! 
vertin- | 
iiicnjjc ' 
M.Z.Q. 

Kaolin 

R 

Verdünnung 

M.Z.Q. I 

Adsorp- 

tions- 

grad 

Adsorp- 

tions- 

wert 

I 

vom 27. IV. 22, 14 Ta- 
ge alt 

1 

^ keine | 


0,103' 


200 n. 4000 

0 

0 

2 

elienso 

Kaolin mit Aceton 

- 

0,073 

2 

3200 

0 

0 

3 

1 3 Monate 

keine 


0, 103 

2 

2()0 u. 400() 

0 

0 

4 

13 

Kaolin mit Aceton 


0,030 

2 

6 800 

6,8 

0,002 

5 

2;. IV.. 14 Tage . . . 


»/50'FssigS. 

0.073 

2 

5 200 

37 

0,014 

6 

/• V., 14 

keine 

»/:o .. 

0,103 

2 

400 

16 

0,008 

7 

/• V., 14 

i 

“'''0 

0,27.1 1 

5 

j 4000 

12 

0,007 

8 

1 3 Monate 

Kaolin mit Aceton ' 


0,044 

2 

500 

0 

0 

0 

'13 

.. .. 

’Va» 

0.044 1 

2 

1 8 000 

04 

0,02 I 

10 

, 13. III. 22, 8 Woellen 

keine 

"/.o .. 

0,183! 

1 

j 5 000 

4 b 5 

0,076 

1 1 

Aylll. 22, 8 


11 / 

• o,i83' 

3 

1 5 

07 

0,06 

12 

1 3 Monate 


”/:o ,, 

i 0,2621 

.3 

i 4000 

07 

0,05 1 

13 

13. III. 22, 4 Monate 


'V:o 

:'%o i 

125 

! 16000 

’ 86 

0,089 

14 

13. III. 22, 3 ,, 


”60 

5 - 3 <-’-! 

66 

‘ 16 000 


0,079 


Auch diese Adsorption wird durch Verdünnung der Autolysatc, mit sprung- 
weiser Steigerung bei sehr großer Verdünnung, befördert, weil die Verdünnung der 
Assoziation des Knzynis mit den Begleitstoffen entgegenwirkt. 

Die Versuche sind mit einem unter Zirsatz von Ammonj^hosphat gewonnenen 
5 Monate alten Autolysate ausgeführt, von dem 100 ccm zur Fällung 6 g Bleizucker 
erforderten, bis [192] eben im Filtrat Blei nachzu weisen war. Die Menge des adsor- 
bierten Enzyms wird in den Versuchen, für deren Ausführung wir Frl. Dr. Joii. Orasrr 
zu Dank verpflichtet sind, durch Invertinbestininiung im Autolysate vor und nach 
der Bleifällung ermittelt. 

Fällung mit 3 g Bleiacetat, d. i. der Hälfte der zur gesamten Nicderschlags- 
bildung erforderlichen Menge. 

Aus unverdünntem Autolysat wurden von Invertin gefällt 40 '/o 


5 faeli verdünntem .. ,, ,, ,, 66% 

IO ,, ,, ,, 68% 

,, 20 ,, ,, ,, ,, 6 ,|. ')() 

.. 50 ,, .. ,, 

T 'iiter Zu.satz v. 40 Vol.- % Aceton ,, ,, ,, ,, 82 % 


Aus diesen Adsorbaten wurde das Invertin durch ammoniakalisches Wasser 
schlecht, durch Ammonphos]diat zu gegen 50% eluiert. 


II. Isolierung des Invertins mit Kaolin. 

Das Verhalten des Ausgangsmaterials, eines 4 Monate alten Ilefeautolysates 
gegen das Adsorbens, prüften wir in einem Vorversuche mit 50 ccm, die in 4ofacher 
Verdünnung mit "/.^o-Essig.säure (M.Z.Q. i in 16000 ccm) an ig Kaolin 57% des 
Invertins abgaben. Zur Isolierung des Enzyms in präparativem Maßstab wurde dann 
eine zur vollständigen Adsorption nicht genügende. Menge Kaolin angewandt, so daß 
12 bis 15 % vom Invertin in der Mutterlauge zurückblieben. Es zeigte sich, daß die 
Eiweißsubstanzen, die bei der aiiswählenden Adsorption das Invertin begleiten, unter 
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den Bedingungen des Verfahrens genau zugleich mit dem Invertin in das Kaolin über- 
gehen. Weder durch Abtrennung einer ersten Fraktion noch durch das Zurücklassen 
eines Anteils vom Invertin im Autolysat war die Beimischung von Eiweiß zu ver- 
meiden. Wurde nach Adsor])tion von etwa 80% des Invertins das Filtrat mit weiteren 
und größeren Mengen Kaolin behandelt, so nahm das Adsorbens nichts mehr von 
den Proteinsubstanzen auf, obwohl in der Mutterlauge natürlicli noch sehr große 
Mengen von Verbindungen der Proteingrui)])e enthalten waren. Es ist nur ein 
gewisser [193] kleiner Teil derselben, der im Adsor])tionsverhalten dem Invertin so 
nahe steht. 

Wir verarbeiteten 5 1 Autolysat (M.Z. 0 . 12,9), die mit 200 T'/io’ Essigsäure auf die ge- 
eignete Verdünnung und Acidität gebracht waren, und führten die Ads()r])tion mit 125 g 
elektroosmotischem Kaolin aus. Im Filtrat befand sich noch Invertin vom Id.Z.O. t,8i ; 
adsorbiert waren also 86%, entsprecliend dem Adsorjüionswert 0,088. IMaii verfuhr 
mit den Mitteln des Eaboratoriums am be.sten so, daß in Filtrierstntzen je 200 ccm 
Autolysat verdünnt, angesäuert und unter kräftigem Rühren mit 5 g Kaolin be- 
liandelt wurden; fünf solche Chargen ließen sich zusammen verarbeiten, in der Nutsclie 
auf gehärtetem Filtrierpapier absaugen, mit de.stilliertem Wasser nachwaschen und 
zur Elution in der Porzellanschale mit 1 0,05 proz. Ammoniak einige Minuten 
lang anrühren. Die Elution ist schwierig filtrierbar; wir saugten sie durch eine dünne 
Haut von Kieselgur auf gehärtetem Filter ab, was einige v^tunden dauerte, und ver- 
wendeten zum Nachwaschen gegen 100 ccm vom 0,05 ])roz. Ammoniak. Die ver- 
einigten Elutionen, 2,5 bis 3 1 , enthielten Invertin vom jM.Z.O. 9,78, entsinechend 
einer Elutionsausbeute von 88% des adsorbierten Betrages. Das elektroosmotische 
Kaolin wird in erheblicher Menge vom verdünnten Ammoniak kolloid gelöst, aber zum 
großen Teil flockt dic.se vSubstanz beim Neutralisieren aus, der Rest beim Eindampfen, 
wobei Eiweißsubstanzen und farbige Verunreinigungen niederge-schlagen werden. Die 
amtnoniakalische Elution führt noch beinahe allen Farbstoff des angewandten Auto- 
lysates mit. Die bräunliche Flüssigkeit säuerten wir mit Fyssigsäure an, bis sie auf 
kackinus neutral, auf ^Icthylorange aber noch alkalisch reagierte (/>„ > 4) und ließen 
sie zur vollständigen Ausflockung einige vStunden, mit Toluol überschichtet, im Eis- 
schrank stehen. Nach nochmaligem Filtrieren durch eine Kieselgurhaut war die 
Elution nur noch schwach gelblich. Ein Teil derselben, M.Z.O. 2,81, wurde im Vakuum 
bei einer Destillationstemperatur von 9 bis 15'"’ auf ‘/3 oder ’/o eingedami)ft, was 
ohne Verlust verlief (M.Z.Q. 2,80), und 3 Tage gegen fließendes Wasser dialysiert 
und zwar unter Rühren mittels eines Stromes [194] von Kohlensäure. Da hierbei 
wieder ein eiweiß- und farbstoff haltiger Niederschlag ausfiel, war eine nochmalige 
hiltration durch eine dünne Schicht Kieselgur nötig. Durch Dialyse und Filtration 
verminderte sich die enzymatische Wirkung um 17,5 % (auf M.Z.Q. 2,32). Der Trocken- 
rückstand des Präparates betruj^ 69,1 mg, der Zeitwert 0,60. Die Angabe bezieht 
sich also auf den Zustand nach Eindampfen und Dialysicren und dasselbe gilt für die 
übrigen Zeitwertbestimmungen dieser Arbeit. 
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In einem anderen Beispiel mit demselben und ebenso alten Aiitolysat (2,2 1 ent- 
haltend M.Z.Q. 5,30) adsorbierten wir das Invertin fast vollständig. 66 g Kaolin, 
wofür sich A.W. 0,08 bei gleicher Verdünnung und Acidität wie oben ergab, dienten 
zur Adsorption und wurden durch 0,05 proz. Ammoniak mit einer Ausbeute von 
74% eluiert. Das Kindampfen geschah ohne, die Dialyse mit 17% Verlust. Das 
Präparat wies den Zeitwert 0,48 bis 0,52 auf. 

In einem dritten Beispiel mit 3,9! Autolysat (M.Z.Q. 13,3) wurden die ersten 
Anteile des Kaolinadsorbates verworfen, nämlich 12,6% vom Invertin, die an 19,5 g 
Kaolin gebunden waren. Die Hauptfraktion des Knzyms, 73% vom angewandten, 
wurden mit 78 g Kaolin adsorbiert und mit einer Ausbeute von 59 % der adsorbierten 
Menge durch ammoniakalisches Wasser eluiert (M.Z.Q. 5,8). Nach dem Eindampfen 
und der Dialyse war die Invertinniengc noch unverändert; aus dem Trockengewicht 
berechnete sich der Zeitwert 0,75. 

Die Invertinpräparate wurden in großer Konzentration auf Beimischungen ge- 
prüft, da bei verdünnten Eösungen alle Begleiterreaktionen versagten. Wir verwenden 
I ccm, enthaltend 3 bis 4 mg vom M.Z.Q. o,t bis 0,15, d. i. ebensoviel Invertin wie 
in 30 bis 50 ccm unserer Hefeautolysate mit 0,8 g Trockenrückstand. Von Hefe- 
gummi war keine vSpur nachzuweisen. Ferner fiel die Ninhyd rinprobe negativ aus 
oder sic war sehr schwach, dagegen war eine deutliche, freilich sehr schwache Millonsche 
Reaktion zu beobachten. Die Eiweißbeimischung war viel geringfügiger als vor dem 
Ausflocken des in die Elution mitgegangenen Kaolins und nahm noch weiter ab, als 
wir das [195] Invertin in neutraler Lösung, folglich mit wenig Vprhist, wieder mit 
Kaolin behandelten. 

Die beschriebene Methode läßt sich auch auf Neutralautolysat an wenden, aber 
in diesem Falle ist infolge der Anwesenheit großer Pufferniengcn die Acidität von 
’V^o-Essigsäure für ojüimale Adsorptionswirkung des Kaolins nicht ausreichend. Wir 
fanden nämlich bei einem solchen Autolysat den Adsorptionswert in 4ofacher Ver- 
dünnung mit 'Y^o-Ivssigsäure — 0,054, mit "/5“Es.sigsäure — 0,11. Aus der durch das 
Ammonphosphat des Autoly.sats abgeschwächten "/^o-Essigsäure gewannen wir das 
Invertin mittels der Kaolin ad.sorption gänzlich frei von Proteinsubstanzen, aber 
etwas Hefegummi enthaltend. Dagegen war das aus der stärker essigsauren Lösung 
adsorbierte Invertin wieder frei von Hefegummi, gab auch keine Millonsche Reaktion, 
aber positive Ninhydrinprobe. Die Abtrennung des Hefegummis gelingt also, wenn 
die Flüs.sigkeit genügend sauer ist und die Adsorption unter solchen Bedingungen 
geschieht, daß sic wenig Kaolin erfordert. 

III. Isolierung mit Aluminiumhydroxyd. 

Die Beobachtungen über auswählende Adsorption erlauben, die Isolierung des 
Invertins mit Tonerde nach Wiixstättkr und Racke zu verbessern. Nach den 
Angaben der ersten Arbeit war der Reinheitsgrad des im Aluminiumhydroxyd adsor- 
bierten Enzyms nicht hoch (Zeitwert zwischen 7 und 20), er stieg erst beim Fällen 
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der Elution mit Aceton zu Werten von 3 bis 2 an. Nach dem neuen Verfahren nimmt 
die Tonerde zusammen mit dem Invertin nur noch so wenig von Begleitstoffen auf, 
daß der Trockenrtickstand der dialysierten Elution fast gleichen Reinheitsgrad zeigt 
wie sonst erst nach dem Eällen und nochmaligen Adsorbieren mit Kaolin. Das in 
unserem Versuch verarbeitete Autolysat war hinsichtlich des Zeitwertes (bezogen 
auf Trockengewicht) nicht günstig; unsere Werte lassen sich mit besserem Ausgangs- 
material übertreffen. 

Das (aus i Teil Hefe mit 2 Teilen Wasser) gewonnene, 10 Wochen aufbewahrte 
Autolysat (1,75 1 ; M.Z.Q. 6,35) vermischten wir zur Vorreinigung mit 700 ccm Aceton 
und [196] mit 175 g gewöhnlichem Kaolin und ließen die vSuspension über Nacht 
im Eisschrank stehen. Diese Operation bedingt, wie in Abschnitt B., II. der I. Ab- 
handlung angegeben, wechselnde und nicht unbeträchtliche Verluste. In unserem 
Beispiel betrugen sie 40%, denn das Eiltrat vom Kaolin enthielt nur noch M.Z.O. 3,81. 
Dasselbe wurde mit 34 1 Wasser verdünnt und unter kräftigem Rühren mit der vSus- 
pension von 0,886 g Tonerde versetzt. Diese Menge genügte, um 05% des Invertins 
zu ad.sorbiercn, woraus sich der A.W. 4,1 ergibt. 

Das Tonerdeadsorbat sammelten wir in den Oläsern einer großen Zentrifuge 
und eluierten es nach einmaligem Waschen mit destilliertem Wasser und erneutem 
Zentrifugieren in der von Willstätter und Racke (vS. 96) beschriebenen Weise mit 
o.iproz. Ammoniak (67000111). Die auf gehärteten Eiltern abgesaugte, bräunlich ge- 
färbte, klare Elution enthält eine nicht geringe Menge Tonerde. Bei vorsichtigem 
Ansäuern mit E)ssigsäure trübt sich die Elüssigkeit in dem Augenblick, wenn sie Lack- 
mus rötet, aber Metliylorange noch gelb läßt (/)„ über 4). In einigen Stunden ver- 
vollständigte sich die Ausflockung des Aluminiumhydroxyds und die Idüssigkcit 
entfärbte sich zugleich. Die wieder filtrierte Lösung enthielt eine Ausbeute von 66 % 
des adsorbierten Invertins (M.Z.Q. 2,38). Bei starkem Einengen im Vakuum blieb 
der Invcrtingehalt fast unversehrt (M.Z.Q. 2,30), aber bei darauffolgender dreitägiger 
Dialyse nahm er um 18% ab (auf 1,9 nach dem Eiltrieren). Auch dabei entstand 
nochmals ein flockiger Niederschlag; die davon abfiltrierte Invertinlösung war geruch- 
los und gänzlich farblos. Ihr Trockenrückstand betrug 81,4 mg, der Zeitwert des 
Präparates also 0,86. Es enthielt gar keinen Hefegummi, aber nach der Älillonsclien 
Reaktion eine deutliche Spur Eiweiß. 
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50. ZUR KENNTNIS DES INVERTINS. 

\ Oll Richard Willstätter und Karl Schneider. 

F ii 11 f t e A b h a nd 1 ti 11 g, 

(Mitteilung aus dein Cheuiischeii Tvalioratoriimi der Bayerischen Akademie der Wisseiiscliafteii 

in München.) 

(Der Redaktion /ugegaiigen am 16. ()ktol)er 1023.) 

Einleitung. 

Unsere Mitteilungen berichten über den Versuch, den Reinheitsgrad der vSaccharase 
zu steigern, tun Aufschlüsse über ihre chemische Eigenart vorzubereiten. Die vor- 
liegende Arbeit behandelt eingehender als bisher die I'rage, ob das Enzym zu den 
Eiweißkörpern zählt oder ob es uns nur vermischt mit wechselnden Mengen von ihnen 
begegnet. Jede analytische Frage wie diese gibt Veranlassung, die präparative Methode 
weiter zu entwickeln und ihre Rösung hängt ab von erneuter vSteigerung der enzyma- 
tischen Konzentration oder von der Ermittlung gewisser Unterschiede einzelner 
Enzympräparate und -fraktionen. ,,Wcnn man“ z. B. ,, Invertin nach dem Stick- 
stoffgehalt zu fraktionieren versucht, so wird der Vergleich der Enzymfraktionen 
wesentliche Unterschiede in den Eigenschaften und in der Reinheit auch bei ungefähr 
gleichem enzymatischem Reinheitsgrad ergeben“*. 

Präparate von Invertin differieren je nach der Rasse und der Beschaffenheit 
der verarbeiteten liefe, nach der Art und dem Reifezustand der Autolysate, nach 
dem Verfahren der Isolierung und der Häufigkeit der angewandten Adsorptions- 
methoden. Um zu finden, was von (jualitativen Reaktionen und von den Befunden 
der elementaren Zusammensetzung wesentlich für die [194] Natur des Enzyms ist, wird 
man zweckmäßig die Darstelliingsweise variieren. Leider verzichtet aber, wie wir 
schon früher fanden und im folgenden wieder bemerken, jede neue Isolierungsmethode 
auf manche zuvor erzielte Vorteile und Rcinheitsmerkmale. Beispielsweise war in 
unserer ersten Abhandlung erreicht, Invertin von Hefegummi vollkommen zu be- 
freien; die anders dargestellten Präparate der zweiten Abhandlung enthielten dagegen 
wieder etwas Kohlehydrat. Auch eine Anzahl un.sefer neuen Invertinpräparate weisen, 

* III. Abh. zur Keimtni.s des Invertins. Die.se Zs. Bd. 123, vS. i [1022], und zwar S. 5. 
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selbst wenn sic ini Reinheitsgrad den alten weit überlegen sind, deutliche vSpuren von 
Hefegumini auf, wie aus der Tab. 17 ersichtlich. Unsere vSchlußfolgerungen über 
die ZAisamnicnsetzung des Invertins beruhen daher nicht auf den Kigenschaften 
aller, sondern einzelner Präparate Wenn ein einziges hochwertiges Iiivertinpräparat 
keine vSpur von Kohlehydrat enthält, so sind Kohlehydrate akzessorisch und für die 
Zusannnensetzung des Invertins ohne Belang. Pür Proteine gilt das gleiche. 

Bin methodischer Fortschritt wird in der vorliegenden Arbeit hinsichtlich der 
Anwendung von Kaolin zur Adsori)tion der vSaccharase erzielt. Die Angabe von 
B. Michaelis', daß das Knzym von Kaolin unter keinen Umständen adsorbiert 
wird, mußte erst überwunden werden. Zunächst gelang dies Willstätter und RackE“ 
nur durch vorangeschickte we.sentliche vSteigerung des Reinheitsgrades; erst nach der 
Toiierdeadsorption erschien die Ad.sorption von Invertin durch Kaolin ausführbar. 
Dann fanden Wiij.vSTättKR und WAvSSEKmannB daß die störenden Bin f hisse der 
Beglcitstoffe, mit denen das Bnzym assoziiert ist, durch sehr große Verdünnung 
bei Binstellung geeigneter Acidität ausgeschaltet werden, so daß die Saccharase un- 
mittelbar aus den lief eautoly säten durch Kaolin [195] auswählend adsorbiert wird. 
Wir gelangen einen vSchritt weiter und adsorbieren einfach aus einem beliebigen Auto- 
lysat, ohne es zu verdünnen, mit Kaolin das Ivizym, indem wir so stark aiisäuern, 
als bei kürzester Operationsdauer von dem Bnzym noch vertragen wird. Man kann 
beispielswei.se mit Invertinlösungen arbeiten, die 10% Bssigsäure enthalten. Je mehr 
es dabei gelingt, die Menge des Adsorbens herabzumindern, desto günstiger für die 
auswählende Adsorption, für die Reinheit des Präi)arates. Jenen Adsorptioiiswert 
des Kaolins (0,09), der in der IV. Abhandlung die unmittelbare Isolierung von In- 
vertin aus dem Autolysat erlaubte, vermochten wir, wie die folgende Zusammen- 
stellung (Tab, i) zeigt, noch bis auf das Fünffache bei Autolysaten, auf das Zwanzig- 
fache bei reineren Invertiulösungen zu .steigern. 

Die einmalige Adsorption aus Autolysaten mit Kaolin führt nun zu Invertin 
vom Zeitwert 0,284 [^AV. ^3,52; If 214')], die Kombination mit einmaliger Ad- 
sorption durch Tonerde zum Zeitwert 0,178 (vS.W. = 5,()2, If ^ 342). Den bis heute 
günstigsten Reinheitsgrad besitzt ein durch Kaolin und Tonerde je einmal adsorbiertes 
Präparat vom Zeitwert 0,163 (S.W. = 6,14, If = 374). 

Die angewandten Verfahren ermöglichen die Zerlegung des Buz^mis in leichter 
und schwerer adsorbierbare Fraktionen und weiter die Trennung des adsorbierten 
Anteils in leichter und schwieriger eluierbare. Auf diese Wei.se wurde eine Anzahl 
von Invertinpräparateii zum Zwecke vergleichender qualitativer und quantitativer 

' Biocliem. Zs. Bd. 7, vS. 488 [1907/08]; E. MiCiiaklis und M. FhrEXRKICU, Biodicni. Zs. 
Bd. IO, vS. 283 [1908]. 

' I. Abli. zur Kenntnis des Inverlins, Täebigs Anii. d. Chem. Bd. 425, S. i [1920/21], und 
zwar vS. 55. 

^ IV. Abh. zur Keimtnis des Invertins. Die.se Zs. Bd. 123. vS. 181 [1922]. 

') Über die Berechnung der Inversionsfähigkeit If und über ihre Bezielmng zum S.W. ver- 
gleiche den Anhang (S. 34). 
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Analyse in Fraktionen zerlegt. Die bisher reinsten Präparate enthalten 11,32 und 
9,52% vStickstoff. Bei Präparaten vom Zeitwert 0,25 bis 0,37 schwankt der Stick- 
stoffgehalt zwischen 10,24 und 5,41%. Die von H. v. Kui^er und K. JosKphson 
aufgeworfene Frage, ob zwischen dem Stickstoffgehalt und der Inversionsfähigkeit 
Proportionalität besteht, ist zu verneinend 


[196] Tabelle i. Adsorptioiiswerte von Kaolin für vSaccharase. 


,\Uer des 
■ 1 Autolysates 

Vorbehandlung 

Aeidität 

Verdün- 
miiig I S.K. 
in eciii 

Kaolin 

.\dsorp- 

lions- 

grad 

Adsorp- 

lions- 

weit 

Zitat 

I jung od. alt 

keine 


200 11.400 

el.-o.sm. 

0 

0 

IV. Abh. Tab. 2 Nr. 1 u. 3 

2 4 Monate 


“/ro-Essigs. 

l 6 (X )0 

,, 

Zettlitz 

86 

0,089 

IV. „ „ 2 ,, 13 

3 1 13 


Vrn .. 

570 

92 

0,110 

V 9 3 

4 : 27 

Alkoholfllg. 

^ "A - 

' 320 

,, 

98 

' 0,295 

V. ,, ,, 10 ,, 7 

5 25 „ 


"A - 

1000 


98 

! 0,393 


6 , 25 ,. 

7 Inv. V. Zeit- 


"A .. 

2000 


97 

0,505 

BeivSp. aus vorl. Arbeit Ile 

wert 0,178 


"Ao ., 

6OCK) 

el.-o.sm. 

97 

1,61 

V. Abh. Tab. 6 Nr. 9. 


Auch hinsichtlich der typischen Eiweißreaktionen weisen die Fraktionen große 
Unterschiede auf. Bei einigen der Invertinpräparate versagen die empfindlichen 
Eiweißproben, während sie bei andern mehr oder weniger deutlich auftreten. 

Die Erkenntnis, daß die Saccharase wie andere Enzyme weder, wie angenommen, 
zu den Kohlehydraten noch zu den Eiweißkörpern zählt, findet also Bestätigung. 
Aber dies ist leider nur eine negative Aussage. Es ist noch nicht möglich, die Enzym- 
natur mit einer chemischen Gru])pendefiniti()n zu erklären. Freilich wäre es auch 
nicht angezeigt, etwa die Konstitution der schon besser bekannten Hormone oder 
auch nur die Natur der Alkaloide, soviel Kenntnis von der vStruktur vieler einzelner 
leicht zugänglicher Glieder wir den chemischen Untersuchungen von hundert Jahren 
verdanken, mit einer zusammenfassenden chemischen Bezeichnung auszudrücken. 
Nur für diejenigen Klassen physiologisch wichtiger Stoffe ist es möglich, die Kon- 
stitution mit einem Worte zu erklären, die sich durch Hydrolyse in einfache Bau- 
steine spalten lassen, also Fette, Kohlehydrate und Proteine. 

Experimenteller Teil. 

I. Über die Beständigkeit der Saccharase in den Adsorbaten. 

Bei der Adsorption von Invertin durch Tonerde pflegt die enzymatische Wirkung 
quantitativ unverändert zu bleiben. Dies ist schon bei den ersten Versuchen zur 
Adsorptionsmethode [197] beobachtet worden’) und wir fanden es oft bestätigt, 
allerdings nur bei Präparaten von nicht sehr hohem Reinheitsgrad. vSchon bei Prä- 

’* Chein. Ber. Bd. 56, vS. 446 u. kx)/ [1Q23]. 

9 R. WiTj,STÄ'rTi-:R und P. Rackk, Liebig.s Ami. d, Cheiii. Bd. 425, vS. i [1920/21], vS. 70; 
R. Wiij.STÄTTKR und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. ti6. vS. 59 [1921]; J. M. Nki.SON und D. J. TTiTch- 
cocK, J. Am. Chem. Soc. Bd. 43, S. 1956 [1921]; R. Wiij.STÄTTER, Joii. Graskr und R. Kuhn, 
Diese Zs. Bd. 123, vS. 52 [1922]. 
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paraten vom Zeitwert 0,23 begegnen wir Kiizymvcrlusten beim Adsorbieren mit Ton- 
erde (Sorte nach WiLLSTÄTTER und Kraut' B, völlig sulfatfrei, und C, noch sulfat- 
haltiges Präparat); wir finden (Tab. 2) nur 52 bis 75% derjenigen IMengen, die 
gemäß der Bestimmung der Restlösungen adsorbiert worden sind, im Adsorbate 
selbst noch in aktiver Form vorhanden. Es ist kein Anhaltspunkt dafür gegeben, 
daß die Enzymreaktion bei den reinen Präparaten eine Abhängigkeit vom kolloidalen 
Zustand zeigt, die bei weniger reinen Präparaten nicht zutage träte. Vielmehr dürfte 
bei der Adsorption ein Teil des Enzyms zerstört werden. Die Menge des eluierbaren 
Invertins steht nämlich noch zurück hinter der im Adsorbat gefundenen. Bei weit- 
gehender Steigerung des Reinheitsgrades, bei der Beseitigung der letzten Anteile, 
von Begleitstoffen muß man mit dieser Schwierigkeit rechnen. 

]3ie Versuche der Tab. 2 zeigen außerdem, daß das Invertin höheren Reinheits- 
grades, wohl infolge der Verarmung [198] an Phosphat, aus den Adsorbaten schwerer 
durch Ammoniak als durch das spezifisch eluierende Alkaliphosphat*) freigelegt wird. 


Tabelle 2. Invertinverlust bei der Tonerdeadsorption. 


Nr. 

Invertin 

Tonerde 

! 

I m .\dsoib. 

' gef. Inv., Proz. 
d. ads. Mellte 

Proz. voll ! 

mit 0 , 05 '’,', 
Ammoniak 

Idnierl 

idsorbicrtem 

mit 0 , 5 % 
Diammon- 
lilio,^pliat 

es Inverlin 

i Proz. von im best. 

Aimni'iS 

phopphat 

I 

8 . W. 4,35 

vSorte C 

5^ 

1 

4 <S 


92 

2 

vS.W.4,3^ 

vSorte B 

75 

33 

62 

: 57 i 

^3 

3 

vS.W. 5,71 

Sorte B 

71 

37 

6(.> 

5- 

<Ss 


Das Verhalten des Invertins gegen Kaolin ist verschieden von der Konstanz, 
die bis zu hohen Reinheitsgraden bei der Adsorption an Tonerde besteht. Man wird 
an die eigentümlichen Verluste von Peroxydase erinnert, die in dem besonderen Falle 
der Adsorption durch kolloide Kieselsäure bemerkt wurden*). Bei der Verarbeitung von 
frischen, aber von viel Eiweiß befreiten Hefeautolysaten konnten nämlich in den Ver- 
suchen der Tab. 3 nach Adsorption mit elektroosmotisch gereinigtem Kaolin bei geeigneter 
Acidität der Eösung (Konzentration i vS.E. in 8 bis 16 1) nur bis des adsorbierten 
Enzyms durch Elution mit Ammoniak oder Alkaliphosphat isoliert werden. Wie in der 
IV. Abhandlung gezeigt, wird Invertin aus fri.schen Hefeautolysaten von Kaolin nur 
in sehr geringem Maße adsorbiert. Die Adsorbierbarkeit steigt nun sogar zu hohen 
Werten an bei einer Vorbehandlung der Autolysate mit Eiweiß fällenden vSchwer- 
inetallsalzen (mit basischem Ferrisulfat), wobei dem Invertin viel Hefegummi bei- 
gemischt bleibt. Für die folgenden Versuche (auch die der Tab. 4) [199] diente 
ein solches, durch Vorreinigung auf den Zeitwert 10,9 gebrachtes, frisches Hefe- 
autolysat. 

* Chem. Ber. Bd. 56, S. 149 u. 1T17 [1923J. 

’) R. WiuuSTÄTTKR und R. Kuhn, Bie.se Zs. Bd. 116, vS. 59 [1921] {Abh. 47). 

'J R. WirxsTÄTTKR, bichigs Ann. d. Chciii. Bd. 422, 47 [1920/21], und zwar S. 86. 
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Talxdle 3. Adsorption mit (el.-osm.) Kaolin und Klutionsausbentc. 


Nr : 

siiucr 

A(lsr)r- 
Kanliii , bierfe 
: S.K, 

K 

Adsorp- 

tions- 

Krad 

Klutioii 

Kluicrtcs 
Invertin, 
Proz. vom 
adsorl). 

I 

2 0,129 

1 00 

0,05 % Ammoniak 

oc 

2 V:o 

1 0,132 

ICK.) 

sc'hwach soda-alkalisc'h 

15.9 

3 V:o 

0,5 o,ti8 

1 (X) 

I % Diammonpliosphat + i''/,,,, C'dycerin 

24,6 

4 'V:o 

0,25 0,096: 

Q2 

; 1 % Diammonphosphat + i 7 oo Glycerin, 150 Min. bei 30" 

34.4 

5 'Vso 

0,5 0,094 

84 

1 10 ccm 0,05 % Ammoniak [ 10 ccm 0,5 % prim. Phospliat 

32,5 

6 1 ’Vso 

1,5 0,162 

96 

1 6 ccm 0,05 % Ammoniak 4 10 ccm 0,5 % prim. Phosphat 

25 

7 ”/ 

3 j 0,220 

i ‘>3 

i 10 ccm 0,05 % Ammoniak | 7.5 ccm 0,5 % prim. Phosphat 

32,3 

« i V50 

1,5 0,132 

i 04 

' 0,5 % Diammonphosphat 1 i 7 oo Glycerin, 360 Minuten . 

24,2 


Die Ausbeuten in den Klutionen waren bei Kaolinen von verschiedener Herkunft 
und Besch aff enlicit ungünstig. vSie ließen sich aber verbessern (Tab. 4), wenn die 
Kaoline der von WiiJoSTättrr und Rackk* empfohlenen Behandlung mit siedender 
2oproz. Salzsäure unterzogen wurden; sei cs, daß man das Adsorbens noch auf Dack- 
mus scharf sauer reagierend anwandte oder daß man es mit Ammoniak neutralisierte. 
Es genügt nicht (Versuch 5 und 6 der Tab. 4), das Kaolin mit verdünnter Salz- 
vSäure nur zu schütteln. Am günstig.sten war aber (VervSuch ir und 12 der Tab. 4) 
für die Verarbeitung vorbehandelter, frischer Autolysate oder von Invertinlösungen 
höheren Reinheitsgrades eine sehr weitgehende [200] Vorbehandlung der Kaoline 
mit heißer, konzentrierter Salzsäure, die eine beträchtliche Zersetzung des Tonerde- 
silicats und eine gewi.sse Beladung mit Chlorwas.serstoff zur Folge hatte. 


Tabelle 4. Kaolinbe.sehaffenheit und Klutionsausbeute. 
(Adsorption aus 'V:o-e.ssigsaurer Lösung von i S.lv. in 8 1, Ivlution durch 0,05% Nil,.) 


Nr. 

Kaolin 

Adsorbierte 
j S.K. 

' Adsorplions- 
i Kra<i 

A.W. 

Kluiertes 
Invertin, Prbz. 
vtnn adsorl). 

I 

Kahlbaum 

0,1 16 

: 85 ! 

0,232 

22.4 

2 

Zettlitz j 

0.130 

i 96 i 

0,260 

21.8 

3 


0, 1 1 5 

94 i 

0,230 

3«.3 

4 

el.-o.sm 

0, 1 29 

HX) 

— 

18,7 

3 

mit 0,1 % HCl bell | 

0,120 

86 

0,240 

3 G 7 

6 

mit I % IICl bell 

0,115 

: 84 

0,231 

24 

7 1 

mit 20% HCl beh I 

0,123 

i 95 

0,246 

50.5 


mit 20% HCl beh ' 

0,107 

; 08 

0,226 

5«.4 

9 

ebenso, mit NH, neutr 

i 0,094 

i 7 « 

0,188 

49 

10 

ebemso, mit NH, neutr 

0,117 

«7 

0,213 

47.5 

II 

mit konz. HCl beh 

1,401 

95 

0,2 I I 

75.1 

12 

mit konz. HCl beh 

; 4. «30 

92 1 

0,242 

79 .^^ 


500 g Kaolin wurden mit 1,5 1 reiner Salzsäure vom spezifischen (lewicht 1,18 gut vermischt 
und erwärmt, zunäch.st .so lang.sam, daß cs einen Tag bis zum beginnenden Kochen dauerte, dann 
einen weiteren Tag zum lebhaften vSieden. Durch Verdünnen und wiederholtes Dekantieren mit 
Wasser trennte man die eisenhaltige Lösung vom Kaolin ab und wiederholte noch dreimal diese 
Behandlung mit Salzsäure, .so daß im ganzen 14 Tage dafür nötig waren. vSchließlich wurde das 
Kaolin für alle Versuche in die.ser Arbeit mit kaltem Wa.sser nur soweit ausgewaschen, daß das 

' R. WihhSTÄTTKR und F. Rackk, Liebigs Ami. d. Chem. Bd. 425, vS. i [1920/21], und 
zwar vS. 86. 
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Wasser fast keine saure Reaktion mehr zeigte, während aber eine kleine l^robe des Kaolins auf 
Lackmuspapier noch stark saure Reaktion aufwies. 

Die folgenden Analysen geben einen Vergleich zwischen dem angewandten ^(elektro-osnio- 
tischen) und detn mit vSalzsäure erhitzten Kaolin. 

Elektro-OvSmotischcs Kaolin: 0.4153 g Sub.staiiz (bei 120^ getrocknet) gaben 0,2172 g vSiü-, 
0,1476 g AljOj i- Fei03, 0,0058 g FcjÜj, 0,0071 g Caü. - - 0,4306 g vSub.stanz gaben 0,2253 g 
0,1 536 g A1IO3 1- Fe203. 

vSalzsäure-behandeltcs Kaolin: o,3<S88 g vSuKstanz (bei 120'’ getrocknet) galien t),2302 g SiO., 
0.1163 g AI2Ü3 -I- h'e2()3, 0,0016 g FciOj, [201] 0,0031 g CaO. — 0,4099 g vSubstanz gaben 0,2440 g 
si02, 0,1242 g AI2O3 -I Fe203. 0,0021 g FcjO,. 

Fl.-osm. vSal/s.-beh. 


Gef. 

T 

II 

I 

11 

vSiO: 

■ • 5^00 

5 - 63 - 

50.35 

50.5- 

AI2O3 1 - Fe2Ü3 . . 

• • 35.54 

35.67 

29.92 

.30,30 

Fe 203 

• • C .39 

— 

0,41 

0,45 

CaO 

. . 1.71 

— 

0.76 



Bei den gealterten, aber keinen Reinignngsoperationen nnterw-orfenen Anto- 
lysaten, wie sie für das Verfahren der Invertindanstelliing von WibL.STÄTTp:R und 
WaSvSERMANN dienen, hat die Beschaffenheit des Kaolins sehr wenig Kinflnß; die ver- 
schiedenen vSorten (Tab. 5) geben auch ohne Vorbehandlung mit vSalzsäure bei 
der Adsorption und Elution hohe Ausbeuten. r)ie.ses Ergebnis ist, wie aus dem Ver- 
gleich mit den voranstehenden und den nachfolgenden Versuchen hervorgeht, auf 
den Gehalt der Autolysate an rroteinsub.stanzen zurückzuführen, die eine Schutz- 
wirkung ausüben. 


Tabelle 5. Klutionsau.sbeuteii bei gealterten Autolysateii. 
(”Ao-es.sig.saure Lö.siuig. i vS.E. in 8 1; elniert durch 0,05 "0 NIE.) 

Nr. I 

Kaolin 

j .\ilsorl)iertc 
' A.E. 

1 .\dsorptioiis- 
«rad 

;\.W. 

l;luit:rtc'S 
: Invi'rtiii, Pro/, 
vom a<lsorl). 

1 


0,1116 

i 61 ! 

0,1 12 

70,5 

2 

Zeltlitz 

0,1 183 

! 96 

0. 1 1 8 

7 « 

3 

mit 20% HCl bell 

0. 1 2 1 

<)<■) 

0,101 

82,5 

4 

mit konz. HCl bcli 

. ’ o,o6.|4 

! 5^ 

0,128 

65 


Der Adsorptionswert des Kaolins für Invertin in "/20-essigsaurcr bösung steigt 
beim Altern der Autolysate von ungefähr 0,008 auf 0,06 bis 0,12; bei der Reinigung 
des Invertins nach den beschriebenen Methoden zum Zeitwert von etwa 0,2 wächst 
der Adsorptionswert infolge der Verarmung der Invertinlösung an Begleitstoffen, 
welche die Oberfläche des Kaolins mit beanspruchen, weiter zum 10- bis 20 fachen, 
nämlich [202] zum Werte 1,6 bis 1,7. Gemäß diesem größeren Adsorptionsvermögen 
sollte es möglich sein, reinere Präparate durch Adsorptions- und Elutionsvornahmen 
zu erhalten. Allein dieser Versuch gelingt mit Kaolin nicht. Reinere Invertinpräparate 
ergeben nämlich bei der Kaolinadsorption und -elution große Verlirste. Die Versuche 
der Tab. 4 sind in ‘720-essigsaurer bö.sung, d. i. bei einer Acidität, die in der Versuchs- 
dauer ohne Zersetzung ertragen wird, mit Invertin vom Zeitwert 1,3, 0,23 und 0,178 
ausgeführt; in dem letzten Beispiel betrug die Elutionsausbeute bei Anwendung 
von el.-osm. Kaolin nur 15, von salzsäure-behandeltem Kaolin nur 30%. 
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Tabelle 6. Adsorption von reinerem Invertin und Klutionsausbeute. 
(Eluiert mit 0,5% Diammonpliospliat.) 


Nr. 1 

Präparat j K.aoliti 

Adsorbierte 

.S.K. 

Adsorptioiis- 

«rad 

A.W. 

Eluiortes 
Invertin, Proz. 
vom adsorb. 

I 

vS.W. 0,77 ■ el.-o.sm 

0,104 

95 

0,208 

37,5 

2 ! 

0,77 ; Zettlitz 

0,104 

95 

0,208 

37.5 

3 1 

0,77 i^üt 20% IICl bell 

0,107 

98 

0,214 

58,4 

4 

0,77 mit konz. IICl beli. . . . 

0,105 

96 

0,210 

57,7 

5 : 

4,35 el.-o.sm 

0,1 12 

100 

— 

13 

6 i 

,, 4,15 i Zettlitz 

0,1 12 

100 

— 

23,7 

7 i 

,, 4,35 ! mit 20% HCl bell 

0, 1 1 2 

KK) 

— 

36,9 

8 ’ 

4,35 1 mit konz. IICl beh 

0, 1 1 2 

' 100 

1 — 

39,3 

9 5 

5,71 i el.-o.sm 

0,161 

97 

i 1,61 

15,2 

]0 

,, 5,71 mit 20% IICl beh 

0,157 

: 95 

1 ^-57 

3Ö 

II 

5,71 ebeiLso mit neutr. . . 

0,132 

80 

' 1,65 

20,5 

12 

5,71 mit konz. HCl beh. . . . 

0,162 

: 9« 

1,62 

37,7 


Die einerseits bei den frischen, durch Ausfällung von Eiweiß befreiten Autolysaten, 
sodann bei Invertin von höherem Reinheitsgrad beobachteten Enzymverluste können 
entweder darauf beruhen, daß die Adsorbate schlecht eluierbar sind, oder darauf, 
daß das Invertin bei der Adsorption, sei cs sofort oder allmählich, zerstört wird. Die 
Kaolinrückstände nach der [203] Elution sind indessen so arm an Invertin, daß die 
beobachteten Differenzen nicht mit Zurückbleiben des Enzyms im Kaolin erklärt 
werden können. 

Zum Bcis])iel erzielten wir nach der Adsorption von 0,109 vS.E. aus 2I “/20-Essig- 
säure mit ig cl.-osm. Kaolin eine Elutionsausbeute von 27% und fanden in dem 
einmal cluierten Kaolin nur eine geringfügige Menge (0,3%) vom Invertin. 

Unsere Beobachtungen ergeben nun, daß bei der Adsorption durch Kaolin — in 
geringerem Maße durch salzsäure-behandeltcs — teilweise Zerstörung des Invertins 
erfolgt und zwar sofort. 

ln I D'/jü-essigsaurer Eösimg von 0,253 S.E. des für Tab. 3 angewandten Invertins wurden 
1,14 g el.-o.sm. Kaolin eingetragen, d. i. soviel, als zur Adsorption erforderlich. Darauf wurde 
so sclmell als möglich mit dieser vSuspension die Saccliarase Wirkung bestimmt, und zwar mit 40 ccm ; 
unter den bedingungen der Vergleichszeitwert.sbe.stimniuiig erfolgte halbe Inversion in 79,5 Min. 
Daraus ergab sich für die ganze Aufschlämmung der Gehalt von 0,0728 S.E., d. i. 28,6% des an- 
gewandten Knzyins. 

Die direkte Bestimmung der vSacchara.sewirkung von Kaolinadsorbaten (Tab. 7) 
ergab bei Anwendung von reinem und weniger reinem Invertin, daß die Adsorbate 
stets soviel und nicht mehr vSaccharase enthielten, als wir daraus zu eluieren ver- 
mochten. Die in den Elutionen fehlende vSaccharase fehlte schon alsbald nach der 
Adsorption. Man hat keinen Grund, Hemmung der Invertinwirkung im Adsorbat, 
wie sie bei den Bleifällungen von WibLSTÄTTKR, Grasrr und Kuiin^ beschrieben 
wurde, liier anzunehnien. Das Adsorbat wies nie weniger Enzym auf als die Elution. 
Es ist kein Anzeichen gegeben, daß mehr Enzym eluierbar ist, als in der Adsorbat- 
analyse gefunden wird. Das Enzym hat also von einem gewissen Reinheitszustand 

' Dic.se Z.s. Bd. 123, vS. i [1922], und zwar S. 15. In den Bleifällungen findet man beLspiels- 
welse nur 10 bis 17% de.s wirklichen Invertingehalts, von dem 86% eluiert werden konnten. 
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an bei der Adsorption teilweise Zersetzung erlitten, in höliereni Maße bei reinem 
Kaolin und bei [204] reinerem Invertin, in geringerem Maße bei salzsäure-behandcltem 
Kaolin und bei unreinem Invertin. 


Tabelle 7 . Vergleichende Bcstinimnng in Kaolin-adsorbaten nnd Ivlutioiieii. 


Nr. 

Invertin 

Kaolin 

Im A.lsorbat 
jjef. Invertin, 
l’roz. des 
adsorbierten 

Ubiiertcs 

l’roz. vom 
adsorbierten 

Invertin 

Troz. des im 
Adsorbat 
bestimmten 

I 



4-^,5 

3 -’ ; 38 

7V89,s 

2 

jimge.s, enteiw. 

mit 20% HCl bell 

64.7 

s 1 ; 5o ; s/ 

70; ()i : SS 

3 

Aiitolysat 

mit 20?« HCl bell 

64.2 

6c; ; 5 ^ 

100; 82, s 

4 


mit konz. HCl 1>eh 

73. .s 

68.5 

63 

5 1 

gcalt. Autolysat 

el.-osm 

74.3 

74.5 

100 

6 

vS.W. 0,763 

el.-o.sm 

44 

37-5 5 3^,2 

85; S2 

7 

. . 0,763 

mit 20 % HCl beb 

58.5 

58,4 ; 57 <7 

100; 98,5 

8 

4.35 


13 

13 

100 

0 

.. 4.35 

mit koiiz. HCl beb 

30,0 

30.3 

68,5 

10 

5,62 


15,2 

15 ,-’ 

1(X) 

II 

,, V62 

: wie 7, iieutr. mit NH; • • • 

26,2 

-0,5 

78 


Die bei der Adsorption sofort erfolgende Tnvertinzerstörung sclireitet nur langsam 
im Adsorbat weiter. 

Ans vorgereinigtem frisehem llefeantolysat, entlialtend 0,0973 wurde bei einem hXsig- 
säuregehalt -- ‘'/50 das Adsorbat mit 0,5 g Kaolin (mit konz. vSal/sänre behandelt) bereitet, rascli 
abgesaugt und in Was.ser aufgcschlänimt. Das Adsorbat enthielt, sofort be.stimmt, o,o68() vS.I5., 
d. i. 70,8%, nach i vStunde 0,0627 d. i. 64,5%, nach 5 Stunden 0,0503 vS.Jv., d. i. 60,9% der 
angewandten vSaeeharase ; eine andere Probe, nach dem Ab.saugen in "/^o-Pssigsäure suspendiert, 
wies nach i vStunde 0,0606 S.lv., d. i. 62,2%, auf. 

II. Zur Isolierung des Invertins durch Adsorption mit Kaolin. 

A. Aus unverdünnten, stark angesänerten Antolysaten. 

Auf die Adsorption des Invertins aus den Hefeauszügen üben nach \\Tbb.STÄTTKR 
und Wassermann die Verdünnung, die Alterung der Autolysatc und ihre Acidität 
wesentlichen [205] Einfluß aus. Es gelingt durch Vcnnindcrinig der Zeitsj)anne, 
während deren das Enzym der vSäurewirkung unterliegt, nämlich durch Abkürzung 
der Operationen, die anwendbare Acidität bedeutend zu steigern. Dadurch wurde 
zwar bei frischen Autolysaten keine, bei gealterten aber Viiie wesentliche vSteigerung 
der Adsorptionswirkung von Kaolin erzielt, nämlich eine ebenso bedeutende wie durch 
die von WirestätteR und Wassermann eingeführte große Verdünnung. 

Die vSäureempfindlichkeit des Invertins ist zuerst von C. vS. Hudson und H. S. 
Paine ^ untersucht worden. Gegenüber den älteren Befunden ist die Abhängigkeit 
des Verhaltens vom Reinheitszustand hervorzuheben. Es ist nach den Untersuchungen 
der Tab. 8 bei den an Schutzstoffen reichen Autolysaten möglich, die Säure auf 
erstaunlich hohe Konzentration zu steigern, ohne daß in der für die Operation un- 
bedingt erforderlichen Zeit Enzyinverlust vorkommt. Aber verhältnismäßig sehr 

' Joiini. Am. Cliem. vSoc. Bd. 32, vS. 774 ti. 985 Uoie]. 
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geringen Differenzen der Titrationsacidität entsprechen entscheidende Unterschiede 
in der zerstörenden Wirkung. Nach den Versuchen 5 und 6 wird vom Invertin eines 
Aiitolysatcs "/ö-^'^alzsäure 22 Minuten mit nur 3,6% Verlust ertragen, während in 
'Vr^alzsaurer hösung unter gleichen Umständen schon 71,5% zerstört werden. 1,511- 
Kssigsäure (also Autolysat, auf einen Gehalt von 9% Essigsäure gebracht) bewirkt 
in 12 Minuten keine Abnahme, 2 n-Kssigsäure hingegen eine Minderung des Invertin- 
gehalts um 17% (Versuch 2 und 3). In dem beträchtlich reineren Zustand, in den 
das Invertin durch Fällung eines Autolysates mit Alkohol und Auflösen des Nieder- 
schlages mit Wasser oder Alkohol gelangt, bleibt das Enzym noch in "/^-essigsaurer 
Uösung während 15 Minuten unversehrt. 

Unter den so ermittelten Aciditätsbedingungen, also in "/s-Salzsäure oder zu- 
meist in i,5n-Essigsäure, behandelten wir genügend gealterte Autolysate, ohne sie 
zu verdünnen, mit Kaolin. Es war dafür unnötig, das Kaolin mit vSalzsäure zu 
behandeln. Der Adsorptionswert (0,1) und die Elutionsausbeute (70 bis 90%) 


[206] Tabelle 8. Beständigkeit von Invertin geringerer Reinheitsgrade gegen vSäure. 


Nr. 

Alter des | 

Autolysates j 

1 

Vorbehandlung 

1 : 

' Acidität 

Dauer 
der Einw. 
in Minuten 

Saediarascgeli.'dt 

vor nach 

der Säiireeinw. 

Verlust 
in Proz. 

1 

13 Mon. i 

keine 

1 n-Ivssigsäure 

12 

0,1 104 

0,1098 

0,5 

2 

13 


1,511- „ 1 

12 

0, 1 104 

0, 1 1 00 

0,3 

3 

13 1 


2 11- 

12 

0,1 104 

0,0913 

17,3 

4 

13 .. 


n/8-Salzsäure i 

18 

0,062 1; 

0,063 5 

1,5 

5 

13 


n/6- 

18 

0,03 4, .1 

0,0428 

3,6 

6 

13 .. 


11/4- .. , 

22 

0,0663 

0,0189 

71,5 

7 

13 


11/2- 

22 

0.0444 

0,0000 

100 

8 , 

27 

Kaolin mit Aceton 

V 4 n-Essigsäure 

19 

0,0565 

0,0559 

1 

9 

27 


1 , 5 »- 

19 

0,0565 

0,0040 

92,8 

IO 

27 

1 Alkoholfällung 

n/ 3 - 

15 

0,0405 

0,0407 

1 

1 1 

27 

1 gel. in Wasser 

n/2- 

15 

0,0405 

0,0378 

6,7 

1 2 

27 

j ° 

V4 11- 

15 

0,0405 , 

0,0359 

11,4 

13 

Il'/z ,, 

1 Alk.-Fllg.gel.in 

V4I1- - 

24 

0,0778 I 

0,0754 

3 

14 

IlV:,, 

) 0,06 % Ammoniak 

1 11- 

24 

0,0778 j 

0,0708 

9 

15 

) Invertin von 


n/2ü- 

105 

0,045 1 

0,0455 

1 

16 

1 vS.W. 3,52 ' 


n/10- .. i 

105 

0,045 • 

0,0427 

5,4 

17 



n/ 5 - 

i (->5 

0,045 1 

0,0409 

9,3 


Tabelle 9. Adsorption ans unverdünntem, stark angesäuertem Autolysat. 


Angewandt 13 Mon. altes Antolysat ohne Vorbehandlung. 


Nr. 

i Acidität 

j 

j Verdün- 
j nung r S.lv. 
j in crin 

Kaolin 

Adsorbierte 

S.H. 

Adsorp- 

tionsgrad 

1 A.W. 

1 

Elutions- 

ausbeutc 

1 

n/io-Essigsäure 

’ 470 i 

Zettlitz 


0,081 

30 

1 0,029 



2 

1 n- 

420 

,, 


; 0,0819 j 

74 

1 0,089 

92 

3 

'1,511- 

i 570 ! 

,, 


1 0,1013 

92 

0,11 

^ 70 

4 

1 11- 

! 390 

mit konz. Salzs 

. beh. 

0,0702 

64 

; 0,076 

! 82 

5 

1.511- 

600 

,, 


0,0900 

82 

0,098 

79 

6 

n/8-vSalzsänre 

350 

Zettlitz 

1 

0.0937 

85 1 

0,102 

82 

7 

n/6- 

i 370 ' 

•• 


0 ,KK )7 

91 i 

0,109 

— 
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[207] waren bei Zettlitzer Kaolin ebenso günstig als bei mit Salzsäure beliandclteni. Die 
Dauer dieser Versuche (Tab. 9) bis zur Neutralisation der zu analysierenden, vom Ad- 
sorbat mittels gehärteter Filter abgesaugten Restlösungen betrug höchstens 10 Minuten. 

Dieses Verfahren ließ sich nicht auf ein frisches Hefeautolysat übertragen. 6 Tage 
nach dem Einleiten der Ilefeautolyse brachten wir von der gebildeten Invertiii- 
lösung 88 ccm mit 0,252 S.E. auf den Gehalt von i,5n-Kssigsäure (Verdünnung i S.K. 
in 350 ccm) und behandelten sie mit 2,52 g Kaolin. Die Adsorption belief sich nur 
auf 25,8% vom Invertin, entsprechend dem Adsorptionswert 0,026. 

Es sind aber ebenso wie für das Verfahren der Bleifällung von Wiij.stättkk, 
Graser und Kuhn* auch nicht alle gealterten Autolysate ohne Vorreinigung, un- 
verdünnt und bei starkem Säuregehalt gut anwendbar befunden worden. Die proteo- 
lytischen und vielleicht auch andere enzymatische Vorgänge in den reifenden Auto- 
lysatcn vSind von der Beschaffenheit der verarbeiteten Hefe, der Acidität, der Tem- 
peratur und anderen Einflüssen abhängig und nehmen keinen konstanten Verlauf. 
Mit dieser Einschränkung ist die Isolierung durch Kaolin aus stark essigsaurer, kon- 
zentrierter lyösung so günstig wie die Adsorption bei großer Verdünnung. Man er- 
spart die Bewältigung der ausnehmend großen Flüssigkeitsmengen und kommt in 
einer Operation zu etwa demselben Reinheitsgrad. 

Acctonzusatz zum Autolysat (Gehalt 28%) oder Vorreinigung mit Kaolin in neu- 
traler acetonhaltiger Eösung hat auf die.se Ad.sorption mit Kaolin die Wirkung, daß 
schon mit 3^411-essigsaurer Flüssigkeit der Adsorptionswert 0,1 erreicht wird und 
daß der Reinheitsgrad der Bdutionen noch etwas günstiger ausfällt. 

Beispiel. 

Das Autolysat, 13 Monate alt, enthielt im Eiter 4,4 E., die zur Adsorption 44 g 
Kaolin erforderten. Seine Auf schlämmuhg (40000111) wurde mit gleich viel 3n-I{ssig- 
säiire [208] vermischt, ebenso 1 1 Autolysat, indem man die 3n-Essigsäure durch 
den Frankensteinschen Rührer zufließen ließ, durch den auch sogleich das Kaolin 
eingetragen wurde. Nach dem UiiLSchütteln wurde rUvSch das Adsorbat auf der bereit- 
stehenden, mit Koliertuch und doppelter Lage Filtrierpapier bedeckten, breiten Stein- 
zeugnutsche abgesaugt und mit 2 1 Wasser sorgfältig nachgewaschen. Um in der 
Restlösung nachher den Invertingehalt zu finden, muß man das Filtrat sofort neu- 
tralisieren. Die Elution, mit 1,4 1 o,o6proz. Ammoniak während 10 Minuten bereitet, 
filtrierten wir durch eine dünne Kieselgurhaut auf gehärtetem Filter ab. 

In der Restlösung blieben 0,385 S.E. Das Kaolin hat also mit einem Adsorptions- 
wert von 0,094 gewirkt; eluiert waren 3,12 IE, d. i. 7b”« adsorbierten Menge. 
Fie Elution war hellbräunlich; nach schwachem Ansäuern zu p^i = 3,5 bis 4 flockte 
über Nacht etwas in Eösung gegangenes Silicat aus und nahm die färbende Bei- 
mischung zum größten Teil mit. feeim Einengen des Filtrates im Viikuum ging der 

* Biese Zs. Bd. 123, 8. i [1922], und zwar S. 19. 


45 ’ 



7o8 


R. Wirj,STÄTTKR und K. SchnicidKR: 


Knzymgelialt ein wenig zurück (auf 3,08 K.). Nach der Klektrodialyse, die mit 8% 
Verlust stattfand, war der S.W. 1,64 (Zeitwert 0,61). 

Dialyse und ElektroJialyse. 

Für die Dialyse fanden wie früher Hülsen aus Kollodium und aus sog, Fischblasen 
Wrwenduiig. Die ersteren waren unzuverlässiger, die Knzymverluste durch Hinaus- 
diffundieren bei dünnen Kollodiumhäuten groß, während bei dicker Kollodiumschicht 
der Dialysator zu langsam wirkte. Auch kam es vor, daß die Durchlässigkeit der 
Kollodiumhaut für Klektrolyte sich während der Dialyse stark verringerte. Geeigneter 
waren bei strenger Auswahl, vorsichtiger Behandlung und ständiger Kontrolle doch 
die Hülsen aus tierischem Material, die sog. Fischblasen. Man kann die in der III. Ab- 
handlung angezeigte Gefahr vermeiden, daß die Froteinsubstanz dieser Häute Zer- 
setzungen unterliegt und stickstoffhaltige Abbauproduktc an die Knzymlösung abgibt. 

Die Abgabe von vStickstoffverbindungen prüften wir mit einer reinen Fösung 
von /i-Aniylose und zwar von 65 mg in [209] 100 ccm. vSie wurde in einer für Invertin 
schon verwendeten Fischblase zw()lftägiger Dialyse unter Kinleiten von Kohlensäure 
unterworfen und noch einer dreistündigen Klektrodialyse unter Anwendung von Mem- 
branen aus dem nämlichen Material. Die / 1 -Amylose nahm bei diesen Operationen 
keinen vStickstoff auf. 

1. Analyse der Amylose vor der Dialyse. 

7,054 mg gaben bei der Mikro-Dimias-bestimmung nach Prkct, weniger als 0,0 iS ('cm vStick- 
stoff, entsprechend einem Stickstoffgelialt von weniger als 0,2%. 

2. Analyse nach der Dialyse. 

16,615 mg gaben weniger als 0,020 ccm Stickstoff, entsprechend einem Stickstoffgelialt von 
weniger als 0,1 %. 

Unsere älteren Präparate lieferten wechselnde, mitunter sehr hohe Aschenzahlen ; 
unsere reineren letzten Darstellungen gaben nach der Dialyse einen Glührückstand 
von I bis 1,5%. Auch H, v. Kuler und K. Josrpiison' finden nach der Dialyse 
sogar mit saurer Außciiflü.ssigkcit noch 2,86% Asche. 

Den Untersuchungen von W. Pauli^ verdanken wir in erster Kinie die An- 
regung und die Methode zur Klektrodialyse, die es ermöglicht, adsorptiv festgehaltene, 
hartnäckig anhaftende Ionen zu entfernen und die Aschengehalte des Invertins auf 
0,50 bis 0,25 % herabzuminderii. Mit zunehmender Verarmung der Uösung an Klektro- 
lyten fallen auch die mit dem Invertin kolloidal gelöst gehaltenen Adsorbensteilchen 
vollkommen aus, so daß sie sich durch Filtration leicht beseitigen lassen. Bei In- 
vertin von geringerem Reinheitswert (S.W. 1,2 bis 1,7) ließ sich der Reinheitsgrad 
allein durch Klektrodialyse nicht unbeträchtlich steigern, indem dadurch außer fest- 
gehaltenem Adsorbens auch organische Kolloide zur Ausflockung gebracht werden. 
Das Invertin, auch im reinsten bisher zugänglichen Zustand, zeigt sich gegen die 

‘ Chem. Ber. Bd. 56, S. 433 [1923], und zwar S. 454. 

^ Koll. Zs. Bd. 28, 2, vS, 49 [1921 1 und Anzeiger der Wiener Ak. d. Wiss., Sitz. d. math.- 
naturwiss. Kl. vom 25. Jan. 1923, 
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Einwirkung des v^tronics beständig, so daß bei einer Dauer von einigen vStundcn die 
ElektrodialyvSe ohne erheblichen Verlust verläuft. Erst bei langer Dauer kommen 
[210] beträchtliche VerlUvSte vor. Es war am besten, auch um Tvrhitzung bei anfangs 
hohem Elektrolytgehalt zu vermeiden, der Elektrodialyse die gewöhnliche Dialyse 
mit I bis 2 Tagen Dauer bei ammoniakalischen Lösungen, mit 3- bis 4 tägiger bei 
phosphathaltigen voranzuschicken. Die Verluste bei der Edektrodialyse unter An- 
wendung unserer sog. Eischblasenmembran betrug dann nur einige, höchstens 10%. 

B. Nach Fällung mit Alkohol Adsorption aus stark an gesäuerter 

E ö s u 11 g. 

Für die direkte Adsorption des Invertins mit Kaolin i.st eine Vorreinigung bei 
jungen Autolysaten unentbehrlich, bei gealterten nicht notwendig. Auch für die letz- 
teren kann aber eine Vorreinigung vorteilhaft sein ; sie läßt sich nämlich so ausgcstaltcn, 
daß danach eine einzige Kaolin adsorption zu Invertin vom S.W. 3,06 (M.W. 0,325) 
führt. Ein vollkommener Ausgleich zwischen jungen und gereiften Autolysaten ist 
durch die Vorreinigung noch nicht erzielt worden. Die Präparate aus vorgereinigten 
frischen Autolysaten stehen hinter denjenigen aus gealterten bei gleichen Adsorptions- 
vnriiahmen im Reinheitsgrad immer zurück. 

Ein gutes Verfahren für die Vorreinigung verdanken wir den Arbeiten von 
II. V. EüüEK und K, Josephson'. Die früher von C. O’vSüijjvan und F. W. Tompson“ 
ausgearbeitete Fällung der Hefeauszüge durch Alkohol wmrde von Eui,p:r und Joskph- 
SON als Vorbehandlung für die Reinigung des Ihizyms mittels der Tonerde-Kaolin- 
adsorption eingeführt. Das Autolysat wurde mit dem gleichen Volumen Alkohol 
gefällt und der Niederschlag 30 vStunden mit Wasser digeriert. Das Invertin der 
gebildeten Auflösungen (für die Präparate Villa, IX a, Xa, XIa und XII a aus den 
Werten von If berechnet) entsprach den Zeitwerten 22, 8,5, 16,2, 21 und 17,3. Dank 
dieser [211] Vorreinigung gelang es v. Euler und JOvSKpiison'), schon auf Auto- 
lyscnsaft ohne Alterung die Adsorptionsmethode anzuwenden, aber auch die vStock- 
holmer I'orscher bezeichnen das Verfahren unter Verwendung von gealtertem Auto- 
lysat nach Willstätter und Wassermann als bedeutend einfacher. Die so ge- 
wonnenen Präparate-) Villa AKAK, IXa AKA, Xa AA, XIa AAKA, Xlla AKA, 
sind gekennzeichnet durch If = 102, 225, i()o, 217, 230 ’d, d. i. durch die Zeitwerte 
0,60, 0,27, 0,32, 0,28, 0,265. 

In unseren Versuchen bestanden die bei einem Gehalt von 50% Alkohol rasch 
gebildeten I'ällungen hauptsächlich aus Hefegunimi und Phosphat, vermischt mit 

' Chem. IkT. M. 56, vS. 446 11. 453 u. 1097 1 ig-J3]- 

- Jourii. Cheni. vSoe. Ed. 57, S. 834 [1890], imd zwar vS. 875; vgl. ferner TI. v. Jvui.KR, 
E. IjNDliERG und K. MKLANDER.Tlie.se Zs. Ed. 69, vS. 152 [1910]; II. V. EuLKR und vS. Kuij,nKRG, 
Biese Zs. Ed. 73, 8. 335 [1911]; H. V. EuLKR und (). vSvanrkrg, Diese Zs. Ed. 107, S. 269 [1919*] 
Chem. Eer. Ed. 56, 8.446 [1923J. 

b Die Zeiehen bedeuten die Reinigung; a durch Alkohol, A durch Tonerdead.sorption, K 
durch Kuolinadsorptioii. 

d Vgl. Anhang. 
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Verbindungen der Proteingruppe, nämlich bei frischen Autolysaten mit einer reich- 
lichen ]\Ienge von wenig denaturierten Proteinen, bei gealterten mit einer spärlichen 
Menge von abgebauten Phweißsubstanzen. Der Niederschlag aus frischen Autolysaten 
enthielt alles Invertin und er gab anWas.ser sofort 8obis90% des in Form von Autolysat 
angewandten Invertins ab. Weniger vollständig fällt das Enzym aus den gealterten 
Autolysaten mit nieder; es kam vor, daß in der Restlösung noch 17% des Invertins 
blieben. Der mit der Zentrifuge rasch isolierte Niederschlag gab das Enzym leichter 
und sehr schnell an 0,06 proz. Ammoniak ab, nämlich 76, 77 und 78% der im Autolysat 
angewandten Menge. 

Für die Isolierung des Invertins nach dieser Vorreinigung ist die beste Methode 
die Adsorption mit Kaolin, wodurch, wie bekannt, Hefegummi so leicht und voll- 
ständig abgetrennt wird, und zwar ist es die Adsorption bei einer möglichst hohen 
Acidität, wie sie bei kürzester Operationszeit eben noch ertragen wird. Vs gelang 
bei der Verwendung frischer Autolysate, wofür einige unserer Beispiele in der Tab. 10 
angeführt werden, die aus den Alkoholfällungen gewonnenen Auflösungen 0,75- bis 
i,5n-essigsauer zu verarbeiten und Adsorptioirswerte des Kaolins von 0,07 bis 0,1 zu 
erzielen. Bei gealterten Autoly.saten [212] als Aasgangsmaterial (Nr. 3 bis 7 der 


Tabelle 10. Lsolieriing (nach Alkoliolfällung) mit Kaolin bei hoher Acidität. 


.\lter Au- 

Nr, ides Auto- gewandte 

1 lysules S.E. 

Elu- 
tions- 
aus- 
beutc 
aus Alk. 
Ellg. 

Verdünnung von 

I S.E. und Acidität 

Kaolin 

Sorte und Menge 

Adsor- 

bierte 

.S.E. 

A.W. 

bei 

Ads.- : 
Grad i 

()5— looj 

Elu- 
tions- 
aus- 
bentc 
in Troz. 

Ausbeute nach 
Dialy.se in Proz. 

. .. 1 Ausl). 

‘■“ 'f' ; aus Alk, 

: Wl«. 

s.w. 

des 

fertigen 

Prä- 

parates 

I 1 8 Tagei 28,60 

94 

185 1,511-F.S.sigS. 

384 g 1 mit konz. 

25,60 

0,067 

7Ö 

54.5 

i 58.2 

1,18 

2 15 ,, 7,08 

i 88 

20.43/411- w 

56,5 gj Salzs. bch. 

1 5.90 

0,104 

96 

72,0 

82,0 

I,I I 

3 8 Müll.' 100,00 

' 76 

194V4II- .. 

280 g Zettlitz 

! 71.20 

0.254' 

71 




— 

4 .12 ,, 38,20 

«7 

I98V4II- 

112 g „ 

32,10! 

0,286 

80 

— 

— 

— 


.38 

■11511/3- 

28 g 

! 5.70 

0,200; 

8.3 

25.4 

; 66,2 

3,06 

'27 M 5,30 

' 45 

.39511/3- 

10 g 

' 2,35: 

0.235; 

84 

26.3 

' 58,8 

2,60 

7 27 ,, 10,00 

76 

32011/3- 

25 g .. 

7,50 , o,3(X) ' 

82 

55,1 

1 72,4 

2,64 


'lab. lü) ist 11/3- bis n-Essigsäure erträglich und nötig, und der Adsorptionswert 
steigt hier auf .sehr hohe Werte (0,2 bis 0,3). Für das Invertin der frischen Autolysate, 
aber nur für diese, bot mit vSalzsäure behandeltes Kaolin den Vorteil höherer Ehitions- 
ausbeute. 

Die Tab. 10 gibt einige Beispiele von der Anwendung dieses Verfahrens und 
den erzielten Reinheitsgraden, den Zeitwerten 0,33 bis 0,39 bei gealterten, 0,80 bis 0,90 
bei jungen Autolysaten, Der Arbeitsgang sei erläutert an einem 

Beispiel (Nr. 5 der Tab. 10) : 

Von einem 27 Monate alten Autolysat aus Eöwenbräuhefe wurden 3 1 , 15 vS.E. 
enthaltend, verarbeitet und literweise bei 0° mit Alkohol gefällt. Der Niederschlag 
war zäh und wenig voluminös; ra.sch in der Klärzentrifuge abgetrennt und einen 
Tag mit Toluolwasser geschüttelt, ließ er nur 5,75 S.E. in lyösung gehen. Diese Auf- 
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lösung verbesserten wir in der Folge durch Anwendung von sehr verdünntem Am- 
moniak (vgl. Nr. 4 und 7 der Tab. 10). Die durch gehärtetes Papier filtrierte In- 
vertinlösung war bräunlich und besaß noch den Geruch des Autol3^satcs ; aus ihr 
adsorbierten wir das Enzym bei einem Kssigsäuregehalt g Kaolin und 

saugten sehr rasch die Restlösung vom Adsorbat ab. Nun lieferte die Elution mit 
0,06 proz. Ammoniak 4,73 S.E. (83% der [213] adsorbierten Menge), die bei gelindem 
Ansäuern mit Essigsäure, worauf allmählich etwas braun gefärbtes Kaolin ausflockte, 
und beim Eindampfen des Filtrates auf 4,19 S.E. zurückgingen. Den größeren Teil 
des Präparates unterwarf man zur Bestimmung des Reinheitsgrades unter Anwendung 
von sog. Fischblasen der Dialyse (3,29 S.E., ohne Verlust) und der Elektrodialyse 
(i^/o Stunden bis zu einer Stromstärke von o,t Milliamp., Verlust 9%) und fand 
aus der Saccharasewirkung nach allen Operationen S.W. 3,06 (d. i. Zeitwert 0,327). 

C. Nach Fällung mit Alkohol Adsorption aus verdünnter und 
möglichst saurer Eösung. 

Der durch eine einzige Adsorptionsvornahme zu erzielende Reinheitsgrad läßt 
sich noch weiter steigern, wenn man nach der Plrkenntnis der IV. Abhandlung die 
Adsorption in großer Verdünnung und zugleich gemäß dem hier mitgeteiltcn Fort- 
schritt in der höchsten bei sehr raschem Arbeiten erträglichen Acidität vornimmt. 
Verdünnung bei sehr hohem Säuregehalt begünstigt mehr die Adsorption des In- 
vertins als die der Beglcitstoffe. Der Adsor])tionswert des Kaolins steigt, wenn i b.l\. 
von 300 ccm auf 1000 und 2000 ccm verdünnt wird, von 0,3 auf 0,4 und 0,5 und über- 
trifft also das bisher Erreichte. Die Adsorption ist unter diesen Bedingungen noch 
[214] günstiger auswählend; denn die Beimischungen von Kohlehydraten werden 
vollkommen abgetrennt, während die Präparate Nr. i und 3 der voranstehenden 
Tabelle noch kleine Mengen Hefegummi enthalten haben. 

Von einem 25 Monate alten Neutralautolysat wurden 4 1 (22,6 E.) mit dem gleichen 
Volumen 95 proz. Alkohols gefällt. Der Niederschlag gab an Wasser bei kurzem 
Schütteln 18,7 E. ab. Nun erfolgte aus 37 1 7;ressigsaurer Fösung die Adsorption 
durch 36 g Zettlitzcr Kaolin und zwar mit so rascher Abtrennung des Adsorbates, 
daß das Enzym höchstens 20 Minuten der Säure prei.sgegcben war. Adsorbiert wurden 
18,2 E., entsprechend dem A.W. 0,505 des Kaolins, eluiert durch o,4proz. Dinatrium- 
phosphatlösung 11,9 S.E., d. i. 65,5%. Ein Zehntel der Elution lieferte bei viertägiger 
Dialyse aus sog. l'ischblasen und bei der Elektrodialyse bis zur Stromstärke 0,1 Milli- 
amp. ohne Verlust 1,19 S.E. mit dem Trockengewicht von if),94 mg. Der S.W. 
betrug mithin 3,52 (Zeitwert 0,284), die Ausbeute 53% vom Autolysat. 

D. Aufeinanderfolgende Adsorption mit Kaolin und Ion erde. 

Für zwei aufeinanderfolgende Adsorptionsvornahmen ist die geeignete Reihen- 
folge: zuerst Kaolin-, dann Tonerd'e- Adsorption. Wiederholte Anwendung von Kaolin 
oder Adsorption mit Kaolin nach vorangehender Steigerung des Reinheitsgrades 
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z. B. mit Hilfe von Tonerde ist unvorteilhaft, was in der mit dem Reinheitsgrad 
zunehmenden Zersetzlichkeit der vSaccharase an der Kaolinoberfläche seine Erklärung 
findet (siehe Abschn. I). 

Mit vorangehender Alkoholfällung nach dem in C beschriebenen Verfahren führte 
die Kombination einmaliger Kaolin- und Tonerde-Adsorption z. B. zum vSaccharase- 
wert 5,6, ohne Vorreinigung durch Alkohol ergaben mehrere Beispiele vSaccharasewerte 
von ungefähr 4. 


Beispiel mit Alhoholvorreinigung. 

Von der Elution aus dem in verdünnter, '‘/j-essigsaurer Eösung gewonnenen 
Kaolinadsorbat wurden 4,5 vS.E. nach der Dialyse auf 4,5 1 und einen (lehalt von 
"/20-Essigsäure [215] gebracht. Zur Adsorption diente Tonerde B (0,208 g AbO.,), 
die 3,68 E. aufnahm; daraus ergab sich für den Adsorptionsgrad 82 der A.W. 17,7b 
Vor der Isolierung des Adsorbates auf gehärteten Filtern wurde seine vSuspension 
mit Ammoniak zu 5,5 neutralisiert. Aus der Tonerde vermochten wir mit o,4proz. 
Dinatriumphosphat eine Ausbeute von 2,54 E. zu gewinnen, die in der dreitägigen 
Dialyse und fünfviertelstündigen Elektrodialyse nur um 0,05 E. abnahmen und noch 
29% vom Hefeautolysat ausmachten. Aus dem Trockengewicht von 22,15 mg ergab 
sich der Saccharasewert 5,62 (Zeitwert 0,178). 

Beispiel ohne Voyreinigun^f^ des Aulolysafcs. 

Durch Vermehrung der x\cidität gealterter, verdünnter Autolysate wird sich die 
Behandlung mit Kaolin noch wirksamer gestalten las.sen. Das folgende Beispiel ist 
noch ohne eine solche Abänderung ausgeführt, einfach durch die Kombination der 
beiden Adsorptionsvornahmen, die einzeln von WiuLvSTÄTTKR und Wassermann be- 
schrieben wurden. 

1 1 gealtertes Autolysat (3,27 vS.E.) wurde mit 40 1 "/bo-Essigsäure verdünnt und 
mit 35 g el. osm. Kaolin ad,sorbiert. Die Elution mit o,iproz. Ammoniak ergab 3,15 vS.E. 
Nach schwachem Ansäuern des Filtrates (900 ccm "/lo-Essigsäurc) schieden sich beim 
vStehen Flocken von vSilicat mit h'arbstoff und etwas Eiweißsubstanz aus. Mit dem 
auf 12 1 verdünnten Filtrat führten wir unter lebhaftem Rühren die Adsorption durch 
Tonerde B (0,147 g AUO?) aus und fanden im Adsorbat 2,82 E., entsprechend dem 
schon recht günstigen Adsorptionswert 19 der Tonerde. Die Zerlegung des Adsorbates 
durch 0,1 proz. Ammoniak, weniger gün.stig hinsichtlich der Ausbeute als mit 
Phosphat, lieferte 1,7 E. Beim Ansäuern mit 12 ccm 3n-Essigsäure fiel langsam 
etwas peptisiertes Aluminiumhydroxyd aus und befreite die Fösung von einem Teil 
des Pigments, w’ährend der Rest bei der Dialyse [216] ausflockte. Die im Vakuum 
auf 50 ccm eingeengte, dann aus einer sog. l'ischblase dialysierte Flüssigkeit war 
nach dem Filtrieren färb- und geruchlos, die J)ialy.se war aber mit einem Verlust 

‘ Da das Tom^nlepräparat über 7* Jahr alt war, lieferte es auch nach längerem Unischütteln 
mit Glasperlen nicht den giin.stig.sten Adsorptioirswert ; immerhin ist der gefundene ziemlich hoch. 
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von 27% verknüpft. Die Ausbeute betrug am Ende 1,24 S.E. mit einem Trocken- 
gewicht von 14,25 mg. vS.W. = 4,35 (Zeitwert 0,23), Ausbeute 37,9% des Autolysatcs. 

III. Fraktionierungsversuche, Stickstof fgehalte und Eiweißreaktionen. 

Invertinpräparate unterwarfen wir der l'raktionierung mittels der Adsorptions- 
methode, noch nicht eben systematisch, sondern eher suchend, und zwar so, daß 
mit unzureichenden Mengen vom Adsorbens ein Teil des Enzyms in der Restlösung 
zurückgelassen, andererseits so, daß aus dem Adsorbat mit dem Ehieiis bei unzu- 
reichender Zeitdauer das Enzym nur teilweise freigelegt wurde. Einige derartige 
Versuche werden auszugsweise und in abgekürzter Form in den Tab. ii bis 14 
dargestellt. Die Versuche von Tab. ii (siehe vS. 714) und 12 sind mit gealtertem, 
Versuch von Tab. 13 mit frischem Autolysat nach dem Verfahren der Adsorption 
durch Kaolin und Tonerde ausgeführt, der Wrsuch der Tab. 14, bei dessen Aus- 
führung uns Frau Dr. Joii. WAbDSCHMiDT-ORASKR in dankemswerter Weise unter- 
stützte, kombinierte das Bleifällungsvcrfahren mit der Tonerdeadsorption. 

Das Ziel der Fraktionierung war nicht in erster Einie wie bei früheren präparativen 
Versuchen die Steigerung der enzymatischen Konzentration. Es hat sich nur nebenher 
ergeben, daß einige Fraktionen nach wiederholter Aufnahme durch Tonerde und 
Abgabe aus dem Adsorbat an alkalische Fliospiiatlösung zu höheren Zeitwerten ge- 
langten, als man bisher erreichte, z. B. : 

Präparat ni2\ Zeitwert 0,163; S.W. 6,14; If. 374 - 
Präparat j/s: Zeitwert 0,187; 5,35; If. 325* 

Alle Angaben über Saeeliarasewerte in dieser Arbeit sind onnittelt ans (Uai fertigen Inverlin- 
lösnngen (nach lündanipfen, Dialy.se, Elektrodialyse und der letzten Filtration) nnd den letzten 
Trockengewichten. In der III. Abhandlung waren in niehreren Fällen (wenn keine [220] Ausflockung 
eintrat, keine Filtration nötig war), uni von den Fhgebtüsseii der Reinigung nnd lü-aktionieriing 
ein zutreffendes Bild zu gewinneiF, die Zeitwerte aus der enzyniatischeii Wirkung vor dein Kiii- 
engen, Dialysiereii und Abdampfen und aus den nach der Dialyse bestinnnten Trockengewichten 
abgeleitet worden, llingegeii finden es TT. v. Fut.KR und K. JoSKl’HSON' richtiger, als Maß für 
den Gehalt eines Präparates an Fhizyni den Wert einziisetzeii, der aus der Inversionsfälligkeit nach 
der Dialyse (wenn auch vor dem Ihäidjimpfeii) erhalten wird. Enzym Verluste bei der Dialy.se 
rühren nämlich nach den Ivrfahrungen von H. v. EubKR und K. Josi-phson nicht immer von einer 
teilweisen Inaktivierung der Saccharase her, sie können auch auf einer gewissen Durch lä.ssigkeit 
der Hülse für Sacchara.se beruhen oder auf der Ad.sorption des Faizyms an der Dialysierniembranh 
Die vstrengere Bereclinung.sweise, die wir (wie in uaserer Abhandlung I, II und IV) annelmien, 
hat freilich den großen Nachteil, daß .sie die Ivrgebiikse der Reinigimgs- und l'raktionierungs- 
voriiahnicu verschleiert. Das Dichtsein der Dialy.satoreii wird in jedem Falle vor und nach der 
Dialyse mit LackmuslövSung geprüft. In vielen Fällen verläuft die Dialy.se aus sog. hischblaseii 
ohne Verlust, in anderen (Fräp. n-^ und 1/3 der Tab. i.j, Präp. w/i der lab. 12 und I’räp. der 
Tab. 13) mit großem Verlust. FN kam auch vor, daß bei der Dialy.se in den ersten Tagen die 
vSaccharase abnahni und bei der Fort.setzung im nämlicheii Dialysator tagelang kon.staiit blieb. 
F.s wird doch am richtigsten sein, künftig bei steigender Reinheit der Präparate die Angaben 
sowohl auf das Invertierungsvermögeii nach der Dialyse wie auch, wenn keine Filtration vor- 
konimt, auf das vor den letzten Operationen zu beziehen. 

' a. a. 0. 8. 37. 

^ Cheni. Ber. Bd. 56, S. 1097 [1923], und zwar S. 1098. 

^ Vgl. Abh. I, 8. 89 f. und Abh. III, 8. 31. 
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[217] Tabelle 12. Zweites Fraktionierungsbeispiel mit gealtertem Autolysat. 

1,12 1 Autolysat, 26 Monate alt; 4,9 vS.Iv. 1,24 1 Aulolysat, 2S Monate alt; 6,02 vS.E. 

i I 

Alkoholfällung, Blution durch Wa.sser, 3,77 vS.B. Alkoholfällung, Klution durch \Va.s.ser, 4,65 vS.B. 

_ . ^ 

Ad.sorbicrt aus Bö.snng mit Kaolin (A.W. 0,27). S,oo vS.B. 

I 

Blution durch Ammoniak, 5, .46 vS.B.; Präp. m; S.W. 2,7; 5,41% N. 

Von 4,75 S.B. I bei Xeutr. 

in ’Vjo-Bssigs. ads. m. Tonerde 2,03 vS.B.; ferner ads. 0,92 vS.B.; ausgefl. aus Restlos. 1,8 S.B. 

I i I 

Ra.sche Bl. d. Phosph. 0,67 S.Pk; PU. d. Pho.sph. 0,51 S.B. ; Ra.scheBl.d.Pho.spli.ü,46S.B. 

I 

Bing. dial. mit 8ü% Verl. 0,135 vS.Pk Bing. dial. 0,415 vS.B. 

Präp. nii ; S.W. i .08 ; 5,65 % N. Präp. mr, vS.W. 6,14 ; 9 , 5 .S % N. 


[218] Tabelle 13. PTaktionieriiiigsversuch mit Invertin aus frischem Autolysat. 

2,3 1 Autolysat (8 Tage nach Beginn der Autolysc) 28,6 S.B. 

I 

Alkoholfällung, Blution durch Wasser 26,8 S.Pk 

I 

Ad.sorbiert aus 1,5 n-e.ssig.saurer Lösung mit Kaolin (konz. vSalzsdure beh.) (A.W. 0,067) 25,6 S.B. 

I 

Blution durch Ammoniak 19,5 S.B. ; Präparat /; S.W. 1,18. 

I 

Ad.sorbiert aus neutr. Lösung mit Tonerde C (A.W. 9,3) 16,8 S.B. 

I 

Blution durch Phosph. 15,6 vS.B.; Präp. 1,93 ; 7 , 9 <)% 

I 


Nach Pho.sphalfällung 14,2 vS.B. 

I 

Von 8,13 vS.B. ad.sorbiert durch 'roiierde B (A.W. 12,5) 8,07 vS.Pl. 

Br.ste Blution durch Phosphat 4,80 S.IU Zweite lUution durch Pho.sphat 1,86 S.B. 

Bing. dial. 4,75 S.B. ; Präparat ; S.W. 2,7 ; 8,77 % N. Bing. dial. 1 .73 vS.B. 


4.33 ^-B. adsorbiert durch Tonerde Zi (A.W. 17)4,22 vS.B. Präparat /ij;S.\\. i,56;7,oi « N. 


I 

Br.ste Blution 1,65 S.B. 

I 

Bing. dial. 0,96 S.B. 
Präp. Ä3; S.W. 3,7; 9,70% N. 


Zweite Blution 1,31 vS.B. 

I 

Bing. dial. 1,10 S.B. 
Präp. ^4; S.W. 2,78; 7,66% N. 
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[219] Tabelle 14. 

Fraktionierung durch Kombination der Bleifällung und Tonerdeadsorption. 

9 1 Autolysat, 8 Monate alt, 40,5 S.E. 

I 

Vollständige Bleifällung 
v 

Elution durch aninicn. Phosphat 25,2 S.hk 

I 

Nach Ausfällen d. Phosph. 23,3 S.E. 

I I 

Bleiacetatfälhmg 72 % . Restlö.sung 28 % ; 6,65 S.E. ; Präp.n^ ; S.W.().43 ; 1 1 ,06 % N. 


Elution d. aninion. Phosph. 7,00 S.E. ; nach Pho.sphatfällung 4,9 S.E. | 

Vollständige Bleiacetatfällung. Von 5,62 vS.Pl, ads. mit Tonerde B (A.W. 7) 4,98 S.E. 

I I i ’ 

El. d. animoii. Phosph. 2,8 S.E. ; I. El. d. Phosph. 2,79S.E. II. El. d. Phosph. 0,65 S.E. 
Präp. »4 ; S. V’. 1 ,45 ; 10,80 % N. 

y i I 

Nach Phosph. -Fällg. von 2,41 S.E. ads. Eing. dial. 2,25 S.E. Eing. dial. 0,455 
ni. Tonerde/? (A.W. 9,3) 1,87 vS.E. 


1 Pr. vS.W. 1,93; 

I T 2 , 57 % N. 

Elution durch Phosphat 1,21 S.E. 


Pr. »3; S.W.1,93 ; 
1 1 ,10% N. 


Eing. dial. mit 49% Verl. 0,62 vS.E. 
Präp. «5; vS.W. 1,70; 11,39% N. 


[220] In erster Linie bezweckt die Fraktionierung, den Zusaninienhang zwischen dem 
Reinheitsgrad der Saccharase und ihrem Stickstoffgehalt sowie ihren qualitativen 
Eiweißreaktionen zu prüfen. 

Aus unseren früheren Analysen war kein Zusammenhang zwischen Saccharase- 
wirkung und Stickstoffgehalt zu erkennen. Die in Abhandlung III analysierten 
Präparate l und m enthielten bei Zeitwerten von 0,20 und 0,29 an vStickstoff 12,71 
und 17,49%, während in der II. Abhandlung Präparate vom Zeitwert i,ü und 1,4 
mit 5,2 bzw. 4,0% Stickstoff angeführt waren. Viele der früher untersuchten Prä- 
parate gaben stark oder wenigstens deutlich die üblichen lyweißreaktionen, und 

[221] zwar erschien besonders kennzeichnend und hartnäckig die Probe mit Milion- 
reagens, die Abscheidung violettroter oder rotbrauner Flocken, ähnlich wie bei Al- 
bumin. Nur in besonderen I'ällen, bei weitgehender Reinigung, waren die Milionprobe 
und andere Proteinreaktionen mit 0,25- bis o,5proz. Lösung der Präparate negativ 
ausgefallen (Abhandlung I, Nr. 173 und 174; Abhandlung II, Nr. 8 und 12; Abhand- 
lung III, Nr. / und m). Darauf gründet sich die Angabe b die Saccharase sei frei von 
Proteinen (wie von Kohlehydraten) erhalten worden, 

' Abliaiullung ITI, S. 48 und R. WiixstäTTER, Clicm. Ber. Bd. 55, S. 3601 [1922], und zwar 
S. 3622. 
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Die sorgfältigen letzten Untersuchungen von II. v. Kui.ek und K. Joskphson- 
geben Veranlassung, diese wichtigen l'ragen, wie es auch schon beabsichtigt war, 
cindringender zu prüfen. Die Analyse einer Anzahl von vStockholiner vSaccharase- 
präparaten mit If größer als 100 (Zeitwert kleiner als 0,61) haben Quotienten 
Proz tSkstoff 23»^» demnach ,,eine beinahe vollständige Proportionali- 

tät zwischen If und Prozente Stickstoff“ ergeben („Proportionalitätsrcgel“). Daraus 
wird von II. v. KukKR und K, JOvSEPiison geschlossen: ,,Von einem gewissen Rein- 
heitsgrad (If etwa 100) an scheint somit der vStickstoffgehalt unserer vSaccharase- 
präparate ziemlich konstant zu sein, indem eine gewisse Aktivität einem gewissen 
vStickstoffgehalt entspricht,“ und ferner ,,wir finden einen Stickstoffgehalt, welcher 
mit dem Reinheitsgrad steigt und welcher der Größenordnung nach mit dem für 
Kiweißstoffe im Mittel gefundenen . . . übereinstimmt.“ 

Unsere aus den Fraktionierungen hervorgegangenen Präparate lassen nach den 
in der Tab. 15 angeführten Analysen keine solche Beziehung zwischen enzymatischer 
Konzentration und Stickstoff geh alt ersehen. Fs befinden sich Invertinpräparalc 
darunter, die bei einem Zeitwert von 0,52 und 0,50 12,57 und 12,68% Stickstoff ent- 
halten, gegenüber anderen, die bei einem Zeitwert von 0,25 6,61 und(),i8% [222] vStick- 
stoff aufweisen. Von zwei einander nahestehenden Präparaten hat das eine, g8, 



Tabelle 

1^. Stickstoffbestimmungell einiger Invertinpräparate. 
1 . Mikro-Dumas-Bestimmungeii nach PrivCP. 


Nr. 

Präparat 

S.W. 

Siibst. 

nw 

Slickstolfvol. 
ccm (korr.) 

Temp. 

, r C 

Drdck 

mm 

roz. Stickst. . 

I 

d, 

2,28 

. 1,490 

0.347 

24 

724 

8,46 

2 

A. 

3.13 

3-082 

0.202 

24 

722 

7.16 

3 

/:. 

P 73 

2,516 

0,173 

25 

725 

7-51 

4 1 

Jh, 

1,86 

2,168 

0, 1 56 

24 

725 

7- «9 

5 1 

hz, 

1 .03 

2-571 : 

0,200 

24 

720 

8,47 

() \ 


2,05 

1 ,903 

0,177 

21 

720 

10,24 

7 


4 ..V^ 

2.883 

0,249 

25 

723 

9.41 

8 


2,50 

3-492 

0 - 2. 19 

25 

725 

7-79 

9 


4,00 

2,605 

0,219 

25 

725 

9.18 

IO 

i^' 7 . 

3-70 


0,171 

25 

721 

7,38 

1 


5-35 

4 - 74 « : 

0,492 

25 

725 

11,32 

12 


4 ,(X) 

3.201 

0 , 2 (X-) 

26 

725 

6,61 

13 

k, 

E 93 

I 3,986 

0.287 

23 

723 

7,90 

H 

kz, 

2,70 

1 2,088 

0,167 

25 

719 

8,77 

U 

kz, 

1,56 

5.253 ' 

0.339 

25 

721 

7,01 

16 


3 . 7 ” 

2,839 ! 

0.253 

25 

722 

9,70 

17 

lu, 

2,7« 

3.339 

0.236 

26 

722 

7,66 

18 

m, 

2,70 

2,309 ! 

0,1 15 

25 

721 

5.41 

19 

nii, 

1,08 

i 1 

0,1 1 5 

23 

725 

5-65 

20 

niz, 

6,14 

! 1,470 ! 

0,128 

24 

724 

9.53 

21 

rii, 

”.43 

i 4,493 

0,455 

24 

722 

1 1 ,06 

22 

nz, 

1.93 

4 .« 3 « i 

0,559 

25 

722 

12,57 

23 


1 .93 

2,364 

0,239 

24 

726 

11,1 0 

24 


1.45 

i 2,219 1 

0,218 

23 

725 

10,80 

25 

«5. 

1 .70 

^ 3,790 ; 

0,398 

26 

722 

11,39 


“ Chem. Ber. Bd. 56, vS. 1097 
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R. Wnj,sTÄTTER lind K. Sciinkider : 


II. Mikro-Kjcldalil-Bcstimmungcn nach Prege. 


Nr. ! 

Präpnrat 

S,\V. 

Siibst. 

: itij? 

Erh. Ammoniak i 
entspr, "/w-Salzsäure j 
ccm 

(icf. 

Stickstoff 

niR 

Proz. 

Stickstoff 

Gef. 

Asche ' 

mR 

Proz. 

Asche 

1 ’ 

S’ ^.95 

5.138 

2,670 i 

0.534 

10,39 




2.95 

4,086 

2,090 

0,418 

10,25 

0,016 

0,39 


2,95 

! 4 ,ü 86 

2,120 ; 

0,424 

10,37 



2 

/. 2 ,.^ 

i 4.836 i 

1,905 ! 

0,381 

7.87 

0,022 

0,45 

i 

/. 2.44 

4 . 83 Ö 

1,890 ! 

0.378 

7,84 



3 

h, 2.00 

2,066 ^ 

1.335 1 

0,267 

12,80 

0,005 

0,25 


h, 2,00 

2,066 

1,310 ; 

0,263 

i 12,68 



5 j 

A, 1,03 

6,158 

2,485 

0,497 

i 8,07 

0,020 

0,33 


k . 1 ,03 

6,158 

2,475 ‘ 

0,495 

8,03 




bei vS.W. 5,35 den Stiekstoffgelialt 11,3%, das andere, gg, aus der zugehörigen Rest- 
lösung bei vS.W. 4,0, den vStickstoffgehalt 6,61 % , Überhaupt bleiben bei unvollständiger 
Adsorption gewöhnlich stickstoffärinere Anteile des Knzyms in der Rcstlösung. Be- 
sonders stickstoffreich (wie früher) sind die durch Bleifällung dargestellten Präparate. 
Die in der Tab. 16 (unter Ausschluß von Fällen mit großem Dialysenvcrlust) an- 
geführten Quotienten prozrstickf^f ’ unseren Proben [223] vor der Frak- 

tionierung (d, j, g mit If 139, 149, 180) mit den Werten 16,4, 18,9 und 17,5 annähernd 
konstant waren, bewegen sich daher bei den fraktionierten Präparaten mit If 117 
bis 374 zwischen 9,3 und 39,2. Die Ausschläge wären noch bedeutender, wenn nicht 
die Saccharasewertc nach den bei der Dialy.se eingetretenen Wirkungseinbußen ein- 
gesetzt worden wären. 


Tabdle 16. StickvStoffgehaltc und Inversionsfähigkeit einiger Invertinpräparale. 


Präparat 

«4 Ä-1 


«3 fh \ k \ hl . f 2 

h \ d 

/ 

Saecharasewort 

1.451 E56 

1 . 93 ’ 

1,93; 1,93' 1.93' 1.86) 1,73 

2,00 2,28 

2,44 

Proz. vSlickstoff 

it 1 

10,801 7,01 

12 , 57 ' 

ii,iO| 8,47; 7,90 7,89 7,51 

12,68 8,46 

7.87 

Proz. Stickstoff} 

13.5 

9.3 : 

10,6 13,9 44,9 44,4 44,0 

9,6 16,4 

18,9 


Präparat 

9 i kl 

Ol 

ki in 

Ol 

Ol 

Ol 

0 * 

nh 

0, 

Saccharasewert 

2,95 2,70 

2,50 

2,78 2,70 

4.55 

4 ,00 

4,00 

5.35 

6,14 

4,00 

Proz. Stickstoff 

If } 

10.24. 8,77 

7.79 

7.06 j 5.41 

9.41 

1 

9,18 

i 6,61 

11.32 

1 9.53 

6,61 

Proz. vStickstoffJ 

17.5 '18.7 , 

|i 9.5 

22,1 ;3o,3 

29,4 ^ 

26,5 

|36,8 

28,7 

39.2 

36,8 


[224] Diese analytischen Ergebnisse zeigen, daß das Enzym auch noch in den Prä- 
paraten von S.W. 5 (If 304) mit wechselnden Mengen von Begleitstoffen wechselnder 
Natur vergesellschaftet ist. 

Die analysierten Präparate haben Aschengehalte von nur 0,25 bis 0,50%, wovon 
Beispiele bei den Kjeldahlbestimmungen angeführt sind. Die Stickstoffzahlen sind 
nicht auf aschefreie Substanz umgerechnet. 

Nach den Untersuchungen von H. v. EueRR und K. Josephson sprechen auch 
die qualitativen Reaktionen dafür, daß die „reinsten Saccharasepräparate ihrer 



















Zur Kenntnis des Invertins, V. Abhandl. 


719 


chemischen Natur nach in hohem Grade an native Eiweißstoffe erinnern“; in hin- 
reichend .konzentrierten Lösungen gaben die Präparate die typischen Eiweiß- 
reaktionen. 

Die Prüfung unserer Enzymfraktionen mit typischen Eiweißreagenzien ist mit 
größeren Substanzmengen und Konzentrationen als früher vorgenommen worden. 
Das Ergebnis ist, daß die Präparate außerordentlich differieren. Einige der besten 
und beständigsten Präparate (If > 245, S.\\\ 4 bis 5) gaben die Milionprobe stark 
und so charakteristisch wie Hühnereiweiß. Bei einem anderen Präparat (ki vom 
S.W. 1,56) blieb die Reaktion gänzlich und wieder bei anderen beinahe ganz aus. 

Da die aus sehr lange gealterten Autolysaten gewonnenen Enzympräparate am 
kräftigsten die Milionprobe aufwiesen, die aus frischem Autolysat aber am schwächsten, 
so scheint cs leichter zu sein, native, als abgebaute Proteine vom Enzym weitgehend 
zu trennen. Bei Präparaten aus frischem Autolysat fiel die Milionreaktion wie auch 
nach der Beschreibung von EubKR und Josephson^ anders aus als sonst; bei einer 
Konzentration der Präparate von 0,25 bis 0,50 % färbte sich die Flüssigkeit bräunlich 
oder hcllbräunlich und es bildete sich nur ein geringer Niederschlag von feinen 
Flöckchen. 

Um der qualitativen Prüfung den Wert einer Mengenschätzung zu geben, stellten 
wir eine vSkala von Milionproben mit gewogenen Mengen von Hühnereiweiß auf voti 


[225] Tabelle 17. Milionprobe und andere Reaktionen der Invertinpräparate. 


Xr. 

Praparat 

vS.W. 

stärke (1er 
Milionprobe 

Meiißc 
Präpa- 
rat in 
ü,5 ccm 

niR 

Saccha- 
rase- 
Rch. in 
0,5 ccm 

S.R. 

i 1 MÜIon 
J äqui- 
5 0 ^ valent 
^3 5 - für 
^ - I S.K. 

mg ! 

Millon- 
. äqui- 
i valent 
für 

! 100 mg 

! 

1 Xinliydrin ! Itiuret 

1 

1 

' Peliling-red. 
nach 

l^rhitzcn mit 
Salzsäure 

i 

1 

/‘. 3.13 

sehr schwach 

1.5 

0,094 

0,01 0,11 

' 0,67 

— schwach 

stark 

2 

/•■ 1.73 


1.5 

0,052 . 

0,01 0,20 

' 0,67 

schwach 

,, 

3 

Ih, 1,86 

schwach 

ES 

0,055 

0,10 1,8 

1 ü,7 



4 

Ih, 1,93 

mittelstark 

b5 

0,060 

0.35 ‘ 5.<'^ 

1 ‘3 


sehr schwach 

■; 

, 2,50 sehr sch wach 

1-5 

0,075 , 

0,01 0,13 

; 0,67 


schwach 

6 

Ss< 4.00 

mittelstark 

<->-5 

0,027 

0,10 j 2,5 

20 

— 

— 

7 

^7. 3.70 


2,5 

0,185 

0,75 ; 4-3 

30 

mittelstark mittelstark 

— 

8 

^8- 5.35 


(^75 

' 0,079 

0,25 i 3.2 

33 

j schwach 

negativ 

9 

44X) 


0-75 1 

' 0,063 

0,25 ; 4,0 

33 

,. — 


10 

1,56 

negativ 

2,5 . 

0,078 

0 

0 

negativ negativ 

sehrschwach 

TI 

^0 3.70 

schwach 

1,25 ! 

0,093 

0,10 : 1,1 

8 

sehr sch wach, sehr sch wach 

negativ 

12 

k^, 2,78 sehr schwach 

1-5 i 

0,083 ^ 

0,10 1,2 

b-7 


sehrschwtich 

13 

ni, 2,70 

schwach 

0,5 1 

0,027 

0,05 1,8 

10 

— 


14 

Ml, 1,08 

mittelstark 

0.5 ! 

0,01 1 

0,10 ' 9.1 

20 

— — 

- 

15 

WT:, 6,14 


0,35 j 

0,023 

0,10 1 4,3 

28 

— 

: 

16 

Wi, 0,43 

sehr stark 

2.5 

0,022 

1-25 ,57 


! sehr stark ' sehr stark 

negativ 

17 

fli, 1,93 


2,5 

0,095 

1,50 :i6 

! 60 



18 

1.93 


0,75 

0,035 

0,50 |i4 

100 

„ i 


19 

145 

,, 

1.25 

0,036 

0.75 :2i 

60 



20 

«5, 1,70 


1,25 

0,042 

0,75 

löo 




^ a. a. 0 . S. 1099. 
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R. Wii,i,s'rÄTTi\R und K. Sciinkidkk: 


[226] o,üi bis 2,5 Albumin in 0,5 ccm. Die Millonprobc der Invertinpräparate 
führten wir in 0,07- bis o,5proz. Dösiing mit Mengen von 0,35 bis 2,5 mg aus und ver- 
gliclien, welche Albuminmcnge der gefundenen Reaktion entsprach. Die Ergebnisse 
werden zusammen mit anderen qualitativen Reaktionen in der Tab. 17 mit zwei 
einander ergänzenden Berechnungsweisen angeführt. Es werden sowohl die Mengen 
Albumin, „Milionäquivalent für 100 mg“, verzeichnet, die eine ebenso starke Milion- 
reaktion liefern wie 100 mg Saccharasepräparat, wie andererseits die Mengen Albumin, 
,, Milionäquivalent für eine Saccharaseeinheit“ , die in der Milionreaktion mit der eine 
Einheit enthaltenden Invertinmeiige übereinstiminen. 

Bei einigen der geprüften Invertinpräparate entsprach die Milionreaktion einer 
vSaccharaseeinheit derjenigen von 0,11 und 0,20 mg, bei anderen der von 57 und 21 mg 
Albumin, während die mit 100 mg derselben Präparate übereinstimmende Millon- 
rcaktion von 0,67 mg Albumin im einen I'alle, von 100 mg im anderen Falle hervor- 
gerufen wurde. Die Eiweiß reaktion fällt also bei einem der Invertinpräparate 200 mal 
schwächer aus als bei einem anderen. 

Anhang 

von R. Wli.csTÄTTKK und R. Kuhx, 

Für die ünirechnung von If auf vS.W. benützen II. v. Euler und K. JOvSKpiison^ 
die Gleichung 

^'Uiax ~ A\„ax (0,44 ^,005/), 

die anscheinend auf Messungen J. Kjeldaiii.s* zurückgeht. Nach einer neueren, 
sorgfältigen Untersuchung von C. vS. Hudson ^ gilt indessen für die enzymatische 
Inversion : 

( 2 ) =-■ A’max (0,417-0,005/), 

[227] wobei Z,„ax die (maximale) Finksdrehung einer vollständig invertierten Rohr- 
zuckerlösung vom anfänglichen Drehungsvermögen A,.iax bei der Temperatur 
bedeutet. Hudsons Beziehung, die durch unsere eigenen Versuche bestätigt wird, 
steht mit den von S. P. F. vSörensenO, F. Michaelis und M. F. Menten'^) und anderen 
I'orschcrn benutzten Zahlenwcrten in besserer Übereinstimmung als die Kjeldaiils. 
Geringe Abweichungen sind daher zu erklären, daß sich nach W. C. VosuurGH^) der 
Temperaturkoeffizient des Drehungsvermögens der Fructü.se mit der Konzentration 

der Fösungen etwas ändert. Fegt man nun der Berechnung von k ~ J log 10 ^ ^ 

und von If - präpTrir Hudson ermittelte Gleichung zugrunde, so findet 

‘ Chciii. Bcr. Bd. 56, vS. 1740 [^923], und zwar vS. 1750. 

^ Mcdd. frä Carlsberg Fabor., 3. lieft [1881]. 

3 Journ. lud. Kiig. Chein. Bd. 2, 8. 143 [1910]. 
q Biochcin. Zs. B>d. 21, S. 131 [1909], und zwar S. 262. 
q Biochcin. Zs. Bd. 49, S. 333 [1914]. 
q Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 42, vS. 1696 [1920]. 
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.... ..to A...h- .i,„ d„ 

keiten von io% für i Grad: ^ 


Polarisations- 

tcmpcralur 

n 

(kspaltener Rohrzucker ' 
für d|) = ± 0 ° 1 

(%) i 

Rcaktionskonst. x 
NulhlrchunKSzcit 

If„ : S.W, 

rs.s 

T Ö 

74,68 ; 

<>.597 

47 , X 

I 0 

75 . 3 f> 

().6o8 

60,8 

20 

75.93 

0,619 

71, 


■ I vorhandenen Z.uekers gespalten 

«nd (R, WrusTATTER und F. Racke^ gaben 75 , 75 % an), wahrend man nL, H v 

Eulers Berechnungsweise 74,63% findet. Die in den Untersuchungen von H v Euier 

und seinen Mitarbeitern berechneten If- und If.-Wcrte werden, wenn man sic nadi 
Hunso. „„rechnet, chirchschiiittlich um 5% großer. Die auf dem Umwege über 

ermdtelten Minuten- bzw. Saccharasewerte stimmen dagegen in beiden Rallen auf 
±1% uberein. 

findet mir''''' «"«'bene Beispiel der If-Bestimmuiig- 



1 if“ 1 if„>» 

± 0* (Min.) i S.W. 

Nach Glcicliuiig (i) 

( 2 ) ] 

• • • 220 , 238 

• • • - 3 ^> ! 250 

j 0,246 4,fX) 

1 0-^43 4.11 

biebigs, Ann. d. Chem. bd. 425. S. 
ii- a. 0 ., und zwar S. i/qif. 

1 [1920/21 1 , und zwar t- 



M illstattcr, t)n 2 ymc. 
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51. ÜBER ENZYMADSORPTION. I. 

Von Heinrich Kraut* und Erwin Wenzel. 

(VI. Abhandlung zur Kenntnis des Invertins von R. WiixsTÄrrivR und Mitarbeitern.) 
(Aus dem Chemischen Ivaboratoriuiu der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 
]\lit 7 Abbildungen hn Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 16. Oktober 1023.) 

Die Fähigkeit der Fnzyiiie, sich an Stoffe mit großer Oberfläche, wie Kohle, 
Tonerde, Kaolin anzulagern, wurde von D. Michaiclls und M. KhrknreiciC zu einer 
Fntscheidung über den elektropositiven oder -negativen Charakter der verschiedenen 
Knzyme verwendet. Später diente die Adsorption R. Wiixstätter und seinen Mit- 
arbeitern* zur Trennung der Knzyme von den Begleitstoffen, mit denen vermischt 
sic aus den Organen von Pflanze und Tier gewonnen werden, und dies ist heute das 
erfolgreichste Verfahren der Knzymreinigung. Dabei stellte sich heraus, daß der 
Orad, in dem ein Knzyni von einem basischen oder sauren Adsorbens aufgenommen 
wird, nicht nur von seinem eigenen chemischen Verhalten, sondern auch in sehr hohem 
Maß von dem seiner Begleitstoffe bedingt wird. [2] Bei der Anlagerung an ein Adsorbens 
von bestimmtem Charakter offenbart sich uns also weniger das Adsorptionsverhalten 
des reinen Knzynis selbst als vielmehr des ganzen , .Systems“, mit dem das Knzym 
in seinem jeweiligen Reinheitsgrad vergesellschaftet ist. 

Der Einfluß, den das System auf die Adsorption ausübt, kann sich in drei Rich- 
tungen betätigen. Es wird einmal das Enzym an Stoffe gebunden sein, die durch 
Besetzung der für die Ad.sorption verantwortlichen Stelle des Enzyms diese verhindern, 
oder an Stoffe, die selbst adsorbiert werden und erst dadurch das Enzym adsorbierbar 
machen. Unter diese beiden Gruppen werden wir in der Hauptsache die Stoffe zu 
rechnen haben, die in der ersten Abhandlung dieser Reihe von R. WiLLSTÄ'iTER 
und F. RackeO als Koadsorbentien und Koeluentien bezeichnet wurden. Eine weitere 

* Die imlieii^ende und die nachfolgende Abhandlung sind zusammengefaßt, in ,,U fiter suchungen 
über die Adsorption von linzymen und anderen hochmolekularen Stoffen" , Uabilitationsschrift von 
H. Kraut, Universität München, 7925. 

‘ Biochem. Zs. Bd. 10, vS. 283 [icx)8]. 

^ Siehe be.soiiders den zu.sammcnfa.ssendeii Vortrag von R. WiixSTÄTTKR: Ober die Iso- 
lierung von Knzyinen, Chem. Ber. Bd, 55, S. 3fK)i [1922J {Abh. 2). 

Ü Eiebigs Ann. d. Cliem. Bd. 425, S. 1 (1920/21), und zwar 8. 60. 
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Gruppe von Begleitstoffen wird — ohne jede clicniisclic Beziehung zuin Knzyni - - 
dadurch wirksam sein, daß sie selbst von dem Adsorbens anfgenommen wird, also 
die dem Knzyni zur Verfügung stehende Oberfläche vermindert. 

Unsere Betrachtung des Kinflusses, den die Begleitstoffe auf die Adsorption 
ansüben, erstreckt sich nach zwei Richtungen: Willkürliche Veränderungen des 
vSystenis, aus dem wir ein Enzym adsorbieren, werden uns die günstigsten Bedingungen 
der Adsorption auffinden lassen. Eine Kenntnis der Abweichungen, denen der quan- 
titative Verlauf der Adsorption durch die Beglcitstoffe unterliegt, wird uns eine Aus- 
sage über die Reinheit des Enzyms gestatten, d. h. wieweit es gelungen ist, das Enzym 
von seinen „das SyvStem" bildenden Begleitstoffen zu trennen. 

Die vorliegende Untersuchung beschäftigt sich mit der Adsorption des Invertins 
an Aluminiumhydroxyd, und wir versuchen, eine erste Orientierung über den Einfluß 
derjenigen Begleitstoffe aus den Hefeaiitolysaten zn geben, die neben dem Invertin 
selbst von der Tonerde adsorbiert werden. Durch die Kreundlichkeit der Herren 
R. WiLbSTÄT'i'üR und K. vScHNEiDER wurde uns das Enzymmaterial der voran- 
gehenden [3] fünften Abhandlung über Invertin zugänglich gemacht. Wir ver- 
weisen daher an vStelle von Angaben über die Herkunft unserer Präparate auf die 
betreffenden vS teilen dieser Abhandlung und sprechen zugleich Herrn Geheimrat 
R. WiLLSTÄTTER für sein gütiges Phitgegenkommen und die wohlwollende Unter- 
stützung unserer Arbeit herzlichen Dank aus. 

I. Gesetzmäßigkeiten der Adsorption von Gemischen. 

Die quantitative Untersuchung des Adsorptionsverlaufs betrachtet die Be- 
ziehungen zwischen der von dem Adsorbens aufgenommenen zu der in der Lösung 
verbliebenen Menge des Adsorbendums, d. h. das Verhältnis der Konzentration des 
adsorbierten Stoffs im Adsorbat zu seiner Konzentration in der Lösung nach der Ad- 
sorption. P'ür sehr viele Stoffe ist als Gesetz dieser Beziehungen die Adsorptions- 
isotherme enqnrisch festgestellt worden’: 

r 

a , 

wo a die von der Einheit des Adsorptionsmittels aufgenommene Menge, c die Kon- 
zentration des Adsorbendums in der Restlösung, d. h. in der Lösung nach erfolgter 
Adsorption bedeuten, und a und n Konstanten sind. 

Daß diese Adsorptionsisotherme auch für die Enzymadsorption gelte, können 
wir nur vermuten, aber bei der Unzugänglichkeit eines reinen Enzyms vorläufig 
nicht nachprüfen. Auf jeden iLall muß aber die Enzymadsorption mit der Gesetz- 

’ vS. H. pREUNDiacH, Kapillarcheniie, 2. Aufl. Tycii)zig 1922, 8. 232 ff. pRiaiXDUCH be- 
zeichnet die Konstante ä der Adsorption.sisotliernie als Ad.sorptionswert, während wir hier, der 
üewohnlieit dieser Publikationsreihe folgend, mit Adsorptionswert (A.W.) <lie Zahl a, d. h. die 
von der Einheit des Adsorptionsmittels aufgenommene Enzymmenge bezeichnen. Siehe R. Wibb- 
vSTÄTTKR und W. Wassermann, Diese Zs. B. 123, 8. 181 [1922], und zwar 8. 184. 

46* 



724 


II. Kraut und B. Wenzku: 


mäßigkeit verlaufen, daß einer größeren Konzentration in der Restlösung auch ein 
größerer Adsorptionswert, also eine größere Konzentration ini Adsorbat entspricht. 

Wir betrachten nun (Abb. i) den Verlauf der Invertinadsorption an Alumininrn- . 
hydroxyd aus einem 12 Monate alten [4] Hefeautolysat. Die Anfangskonzentration 
ist durch Verdünnen mit Wasser so gewählt, daß sich vor der Adsorption eine In- 
vertineinheit (i vS.E.) in IO 1 Wasser befindet. Die Versuche führten wir in der Weise 
aus, daß wir zu einem bestimmten Volumen dieser Ausgangslösung wechselnde Mengen 
von Tonerde zufügten und dann nach Abtrennung des Adsorbats den Invertingehalt 

der Rcstlösung bestimmten. Daraus be- 
rechneten sich die Konzentrationen des 
Invertins in den Restlösungen (c -- Anzahl 
vS.E. in 1 1 Rcstlösung) und in den Adsor- 
baten (A.W. Anzahl vS.E., welche von 
I g AI2O3 adsorbiert werden). In den Ab- 
bildungen sind als Ordinaten die Adsorp- 
tionswerte aufgetragen, als Abszissen die 
Invertinkonzentrationen der zugehörigen 
Restlösungen. 

Als resultierende Kurve ist bei einem 
reinen Stoff die Adsorptionsisothermc zu 
erwarten. In der Tat steigen in Abb. i die 
Adsorptionswerte J anfänglich, der Adsorp- 
tionsisütherme [5] entsprechend, mit .steigender Konzentration des Enzyms in der 
Re.stlösung steil an, der Anstieg verlangsamt sich allmählich, um bei einem A.W. von 
3 S.E. pro g AI2O3 sein Maximum zu erreichen. Während aber die Adsorptionsisotherme 
nun einen annähernd horizontalen Verlauf, also eine Sättigung des Adsorptionsmittels 
mit Invertin verlangt, .sehen wir einen steilen Abfall der Kurve, beginnend bei einer 
Konzentration der Restlösung von 0,03 S.E. pro 1 1 , d. h. bei einer Adsorption von 
einem Drittel des vorhandenen Invertins. Während zu erwarten wäre, daß vom 
kleinsten Zusatz von Tonerde, d. h. bei der höchsten Invertinkonzentration relativ 
am meisten Invertin adsorbiert wird, .stellt sich dieses Maximum der Adsorptions- 
werte erst bei viel größeren Zusätzen von Tonerde ein*). 

Die Erklärung für dieses Verhalten liegt in der Tatsache, daß wir das Invertin 
nicht als reinen Stoff, sondern aus einem Gemisch mit sehr vielen Eremdstoffen adsor- 
bieren, die zum Teil ebenfalls adsorbiert werden. Die Gesetze der Adsorption von 
Gemischen sind in groben Zügen bekannt. Die verschiedenen Stoffe verdrängen 
sich gegenseitig an der Oberfläche des Adsorptionsmittels. Für den Raum, den der 

* Ivinc Zu.saiiiiiien.stclliing der Ver.sucli.8ergebnissc findet sieh am Schluß der Abhandlung, 
<labei .sind auch die verwendeten Präparate näher beschrieben. 

') Dic.se Tatsache wurde .schon in der i. Abhandlung über Invertin beobachtet. Siehe Idebigs, 
Ann. d. Cheiii. Bd. 425, S. i [1920/21], und zwar vS. 73. 



Alüj. I . Invertiiiadsorptiou aus einem Hefe- 
autolysat au Tonerde. 
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einzelne Stoff dabei für sich beansprucht, sind maßgebend seine Konzentration und 
seine Adsorbierbarkeith Alle vStoffc zusaninien werden ungefähr in demselben (mo- 
laren) Betrag adsorbiert, wie jeder einzelne von ihnen aus seiner reinen Lösung. 

Nun stehen aber Konzentration und Adsorbierbarkeit in einem engen Zu- 
sammenhang. In Abb. 2 sind beliebige Adsorptionskurveii verschiedener Stoffe ge- 
zeichnet. Man sieht, daß bei manchen Kurven die ,, Adsorbierbarkeit'', d. h. die 
Adsorptionswerte der reinen T,ösungen mit der Konzentration der Rc.stlösung rascher 
ansteigen als bei anderen und auch rascher ihr Maximum, d. h. den horizontalen 
Verlauf erreichen. Wir wollen amiehmen, daß in un.serem Ball die rasch ansteigende 
[6] Kurve i die des Invertins sei, die langsam ansteigende Kurve 2 die Durchschnitts- 
kurve des adsorbierbaren Teils der Begleitstoffe. Diese Annahme i.st nicht ganz will- 
kürlich. Es ist bekannt, daß durch Einführung derselben chemischen Druppen oft 
bei einem gelösten Stoff die Adsorbierbarkeit, bei einem Adsorbens aber die Adsorp- 
tionstüchtigkeit sich erhöht*. Nun sind die Enzyme dadurch ausgezeichnet, daß 
sie schon in ganz geringen Mengen große Wirkungen ausüben, also eine große An- 
lagerungsfähigkeit für ihre Substrate be- 
sitzen, und wir dürfen daher annehmen, daß 
sie auch als Adsorbenda sich durch große 
Adsorbierbarkeit bei kleiner Konzentra- 
tion in Lösung, d. h. durch einen steilen An- 
stieg ihrer Adsorptionskurven auszeichnen. 

Bei gemeinsamer Adsorption werden 
die verschiedenen Stoffe der Lösung, ent- 
sprechend ihrer Adsorbierbarkeit, sich in 
die Oberfläche des Aluminiumhydroxyds 
teilen. Gehen wir in unserem Beispiel vom 
rechten Ende unserer Kurven aus, indem 
wir wenig Aluminiumhydroxyd zusetzen, so sind die [7] Konzentrationen aller Stoffe 
in der Lösung groß und die Begleitstoffe (Kurve 2) beanspruchen, ihrem hohen Adsorp- 
tioiiswert entsprechend, einen erheblichen Teil der Tonerde. Bei Zugabe von mehr 
Aluminiumhydroxyd verringern wir die Konzentrationen in der Restlösung, begeben 
uns also auf der Ab.szis.se der Abb. 2 nach links. Beim Invertin (Kurve i) ändert 
sich dabei die Adsorbierbarkeit, der Adsorptionswert der reinen Lösung, wenig, der 
Adsorptionswert der Kurve 2 sinkt aber, die Begleitstoffe verlieren an Adsorbier- 
barkeit. Die Folge ist, daß sie einen kleineren Raum auf der Adsorbensoberfläche 
einnehmen, also dem Invertin einen größeren Betrag überlassen müssen, so daß mit 
abnehmendem Gehalt der Restlösung die Invertinadsorptions werte ansteigen bis zu 
dem Punkt, an dem der steile Abfall der reinen Invertinkurve beginnt. Von dieser 
Konzentration der Restlösung ab jverden auch die Adsorptionswerte des Invertins im 
Gemisch bis zum Kurvenursprung sinken. 

^ pRKUNDiacH, Kapillarcheiiiic, vS. 269. ^ Fukundijcii, Kapillardicniic, vS. 257. 
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Kinciii solclieii Verhalten entspricht völlig das Bild der Adsorptionskurve des 
Invertins aus dem Hefeautolysat, wie es Abb, i darstellt. Beim Ursprung der 
Kurve, also bei kleinen Kon zxmt rationell der Kestlösung beginnend, steigen die Ad- 
sorptionswerte steil an, bei höheren Konzentrationen überwiegt aber der Ein- 
fluß der Begleitstoffe, nach einem scharfen Maximum fallen die Adsorptionswerte 
wieder ab. 

tJber das Adsorptionsverhalten der Begleit.stoffe fehlt es uns fast gänzlich an 
systematischen Angaben k Wir können also auch von vornherein nicht annehmen, 
daß die durchschnittliche Adsorptionskurvc der Bcgleitstoffc stets in einem ähnlichen 
Verhältnis zu der des Enzyms steht, wie es Kurve i und 2 der Abb. 2 darstellen, 
und wie es für die Invertinadsorption aus dem Hefeautolysat verwirklicht zu sein 
scheint. Es wird im (icgenteil häufig Vorkommen, daß auch besser adsorbierbare 
Stoffe vorhanden sind, vielleicht andere Enzyme oder Enzymtrümmer, und daß 
diese das [8] iJurchsclmittsverhalten der Begleitstoffe bestimmen, wie es Kurve 3 
in Abb. 2 darstellt. Die Adsorption des Enzyms aus der gemischten Lösung wird hier 
infolge der waclisendeii Oberflächenbean.spruchung der Begleitstoffe schon bei hohen 
Konzentrationen einen Abfall der Ad.sorptionswerte aufweisen, der gegen Ende, wenn 
bei abnehmender Konzentration auch auf Kurve 3 der steile Alifall einsetzt, all- 
mählich flacher wird. Ein solcher Fall liegt vielleicht bei der Adsorption der Amylase 
in einem Glycerinextrakt aus Pankreasdrüsen vor, deren Zahlen wir freundlicher- 
weise einer noch unveröffentlichten Unter- 
suchung der Herren R. WiWvSTÄTtek und 
A. F. R. HkSvSE entnehmen durften. Die Kurve 
der Amylascadsorptioii an Tonerde ist in Abb. 3 
dargestellt. 

Wir .selicn hier davon ab, daß die Form 
unserer Kurven auch durch Begleitstoffe beein- 
flußt wird, die mit dem Fyiizym eine Adsorptioirs- 
verbindung cingehen, daß also eine Konkurrenz 
der Adsorbentien, statt, wie hier angenommen, 

, , . . der Adsorbeiida vorliegen kann. Beispiele dieser 

Abi). 3. Aniyla.seaa.sorption an.s einein ^ 

Pankreasextrakt an Tonerde. anderen Art der Beeinflussung finden sich zahl- 

reich in den vorangehenden Abhandlungen dieser 
Reihe. Bei Verwendung von einzelnen Adsorptionsangaben ist aber mit Vorsicht zu 
verfahren, da über das [9] Adsorptionsverhalten eines Enzyms in einem bestimmten 
Reinheitsgrad nur eine Versuchsreihe, die .sich von eben beginnender bis zu fast 
vollständiger Adsorption erstreckt, Auskunft geben kann, nie aber eine einzige Prü- 
fung der Adsorlnerbarkeit, über deren Lage auf der Ad.sorptionskurve nichts be- 
kannt ist. . 

‘ Liiu' Untersiu’liung liicrüber liabeii H. v. I^uuvR und L. Ivrikson begonnen, siehe diese 
Zs. Pd. 128, S. I u. 9 [1923]. 
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II. Der Einfluß der Verdünnung auf die Adsorption von Gemisclien. 

In den beiden geschilderten Fällen, bei Invertin und Amylase, läßt sich schon 
aus dem Verlauf der Adsorptionskurve ein Rückschluß auf das Adsorptionsverhalten 
der Begleitstoffe und damit auf ihre Anwesenheit ziehen. Dies wird aber sehr häufig 
nicht möglich sein, indem sich besser und schlechter adsorbierbare Begleitstoffe in 
ihrer Wirkung zu einer Durchschnittskurvc kompensieren, die zu der des reinen Enzyms 
in keinem derartig schroffen Gegemsatz steht, wie Kurve 2 und 3 der Abb. 2 zu Kurve i. 
Dann sind wir auf Grund des Adsorjüionsverhaltens des Gemisches nicht in der l.age, 
uns von dem Einfluß und der ungefähren Menge der Begleitstoffe eine Vorstellung 
zu machen, solange wir nicht die Adsorptionskurve des reineren Enzyms kennen. 

Dieser Einfluß der Begleitstoffe auf die Adsorption muß sich aber noch in einer 
zweiten Weise geltend machen. Die in Abb. 1 dargestellte Kurve haben wir anf- 
genommen, indem wir weclrselndc Mengen von Tonerde zu einer Fösung, die i S.E. 
in 10 1 enthielt, zusetzten. Verwendeten wir eine Eösiing von i vS.E. in 1 1 , so könnte 
das bei einem reinen vStoff keinerlei Wirkung auf den Verlauf der Adsorptionskurvc 
ausüben, da unabhängig von der Ausgangslösung stets derselben Endkonzentration 
der Restlösung derselbe x\dsor])tionswert, also dieselbe Konzentration im Adsorbat 
entsprechen muß. Anders bei einem Gemisch. Adsorbieren wir z. B. aus einem un- 
verdünnten Ilefeautolysat 80% des Invertins an Aluminiumhydroxyd, so adsorbieren 
wir gleichzeitig eine uns unbekannte Menge von Begleitstoffen. Durch das Zusammen- 
wirken beider kommt für das Invertin ein bestimmter Adsorptionswert zustande, 
den wir in Beziehung zu der [10] Invertinkonzentration der Restlösung setzen. Ver- 
dünnen wir aber das Autolysat mit Wasser und setzen so viel Aluminiumhydroxyd 
zu, daß wieder dieselbe Endkonzentration des Invertins in der Restlösung erreicht 
wird, so würde sich derselbe Adsorptionswert für das Invertin nur dann ergeben, 
wenn die RaumbeaiLSpruchung der Begleit.stoffe auf der Oberfläche des Adsorbens 
auch aus dieser verdünnten bö.sung dieselbe wäre wie aus dem unverdünnten Auto- 
lysat. Das könnte aber nur dann geschehen, wenn sich die Adsorptionskurvc des reinen 
Invertins und die Durchschnittskurve aller vom Invertin getrennten Begleitstoffe 
völlig deckten (was nie der Fall sein kann). Fan zweites Beispiel ist leicliter zu über- 
blicken; Wir nehmen die Adsorjüionskurvc eines Inveiiinpräparats aus einem be- 
stimmten Volumen auf und aus dem auf das Doppelte verdünnten \"olumen. Ist das 
Invertin ganz rein, so erhalten wir in beiden Fällen dieselben Kurven, nur endigt 
die zweite Kurve natürlich bei einer halb .so großen Konzentration der Rcstlösung. 
Bei unreinem Invertin aber könnte die zweite Kurve nur dann genau auf der ersten 
endigen, wenn hier, bei der Adsorption von 50% des Invertins, gerade 50% der Be- 
gleitstoffe adsorbiert würden. Die F'olge ist, daß entgegen dem Verhalten der reinen 
vStoffe es für Cjcmische keineswegs gleichgültig ist, von w'elcher Anfangskonzentration 
ausgehend die zur Aufnahme der Adsorptionskurve nötigen Versuche angestellt werden. 
Jede Veränderung der Anfangskonzentration einer unreinen Lösung ergibt eine neue 
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Adsorptionskurve für das Knzym. Für die Prüfung der Reinheit der Enzyme ist 
die Umkehrung dieses vSatzes von Wichtigkeit: 13 ie Abhängigkeit der Adsorptions- 
kurven von der Anfangskonzentration beweist das Vorhandensein von Begleitstoffen, 



die ebenfalls an das Adsorbens sich anlagern h 
[ii] Beim Invertin wissen wir schon aus dem 
Veilauf einer einzigen Adsorptionskurve, daß 
es von erheblichen Mengen adsorbierbarer 
Fremdstoffe begleitet ist. Die Richtigkeit des 
zweiten Kriteriums der Reinheit ließ sich daher 
mit seiner Hilfe experimentell nachweisen, 
Abb. 4 zeigt uns in 3 Kurven den Einfluß der 
Verdünnung auf die Adsorption von Invertin 
aus einem durch Voradsorption mit Kaolin 
etwas gereinigten, 10 Monate alten Hefeauto- 
lysat. Die Kurve i stellt die Adsorption aus 
einer Uösung dar, die i vS.E. in i 1 enthielt, 
Kurve 2 und 3 die Adsorption aus der auf das 


Abb. 4. Adsorption-skurven dcs.selbeii In- Doppelte bzw. Vierfache verdünnten Lösung. 

vertinpräparatc-s hei versolüeclcner An- w/jr gehen, (laß bei verschiedener Anfangs- 
faiigskonzcntratioii. . ® 

konzentration zu einer und 



Abb. 5. Einfluß zunehmender Verdünnung auf die Ad- 
sorption an Tonerde C (Kurve 1—3) und B (Kurve 4—6). 
I S.Iyin 100 ccm. in 1000 ccm. in 10000 ccm. 


derselben Endkonzentration 
der Restlösung ganz verschie- 
dene Adsorptionswerte gehören. 
[i2] Und zwar überwiegt in 
diesem Beispiel der Einfluß der 
Adsorptionsw'ertstcigerung so 
.sehr über den der Konzen- 
trationsherabsetzung durch die 
Verdünnung, daß aus den ver- 
dünnten Lösungen sogar absolut 
höhere Invertinmengen von 
einer bestimmten Menge Ton- 
erde adsorbiert werden als aus 
den konzentrierten. Dieses, den 
normalen Adsorptionsgesetzen 
anscheinend wi dersprechende 
Verhalten des Invertins wurde 


Ganz analoge Betrachtungen la.s.seii .sich amstellen, wenn man die Ad.sorptioiLskurven bei 
koirstaiter Ad.sorbensmenge durch Verdünnen der Eiizymlö.sung aufnimmt, airstatt bei konstantem 
Volumen die Adsorbensinenge zu variieren, wie es lurser Verfahren im Anschluß an die präparative 
Arlieitsweise ist. Entsprechend ergibt sich dann für jede Veränderung der Adsorbensmenge eine 
neue Kurve der Ad.sorption von Gemisclien. 
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schon früher von R. WibbSTÄTTER und H. Kraut anläßlich einer Untersuchung 
über die Adsorptionstüchtigkeit verschiedener Aluniiniumhydroxydsorten festgestellt h 
Die Zahlen der in [13] Abb. 4 dargestellten Kurven sind dem Beobachtungsmaterial 
jener Untersuchung entnommen. In der IV. Abhandlung über Invertin hat diese 
Feststellung eine präparative Anwendung gefunden. 

Natürlich hängt es von den Beziehungen zwischen Adsorbens, Knzym und Begleit- 
stoffen ab, ob die Herabsetzung der Anfangskonzentration durch Verdünnen eine Ver- 
besserung oder eine Verschlechterung der Adsorptionswerte des Enzyms mit sich 
bringt. Abb. 5 zeigt die Kurven der Adsorption eines stark licfegummihaltigen In- 
vertins vom Saccharasewert 0,16 an verschiedenen Tonerdesorten. Ihre Zahlen 
.stammen aus der Untersuchung von R. WiuUvSTÄttkr und II. Kraut über ein Ton- 
erdegel von der Formel Al(OII)F. Bei der Adsorption an die dort mit C bezeichnete 
vSorte[Al(OH)3] sanken durch Verdünnender Ausgang.slösuiig auf das 10- bzw. 100 fache 
die Adsorptionswerte (Kurve i bis 3), während bei dem viel wasserärmeren Alu- 
miniumliydroxyd B der Einfluß der Verdünnung ein gün.stiger war (Kurve 4 un- 
verdünnt, Kurve 5 aufs 10-, Kurve 6 aufs 100 fache verdünnt). Die Verschiedenheit 
des Adsorptionsverhaltcns diente in jenerArbeit als ein Beweis für die Verschiedenheit 
der untersuchten Tonerdepräparate. 

III. Die Beurteilung der Reinheit von Enzy inpräparaten, 

Die fortschreitende Reinigung eines Enzyms zeigt sich in der Erhöhung seiner 
enzymatischen Konzentration, das heißt in der Steigerung der Wirksamkeit einer 
gewissen Probemenge. Ein Aufschluß über die Verschiedenheit von Präparaten des- 
selben Reinheitsgrades, aber ungleicher Herkunft, geben neben qualitativen Proben 
die Schwankungen in den Elcmentaranalysen, die mit den Präparaten angestellt 
wurden. Beide Fragen, sowohl nach der Gleichartigkeit wie nach der Reinheit, lassen 
sich durch die Betrachtung des Adsorptionsverhaltens auf direktem Wege ent- 
scheiden. 

Die Kriterien der Reinheit sind der Verlauf der Adsorptionskurven und der 
Einfluß der Verdünnung, nach den [14] Gesichtspunkten, die wir unter I. und II. 
entwickelt haben. Dabei zeigt sich der Erfolg der Reinigungsprozesse am An- 
wachsen der Adsorptionswerte des Phizyms, schließlich an der Änderung des Cha- 
rakters der Kurven. Wenn das Ziel der Reinigung erreicht ist, müssen wir die Ad- 
sorptionskurve eines reinen vStoffs erhalten, deren Verlauf unabhängig von der 
Anfangskonzentration der untersuchten Uösung sein muß und wahrscheinlich der 
Adsorptionsisotherme folgen wird. 

Um die Adsorptionskurven verschiedener Präparate vergleichen zu können, muß 
man sich natürlich desselben Ad§orptionsmittels und zwar aus einer einzigen Dar- 

' Chem. Bcr. Bd. 56. vS. 149 [1923], und zwar S. 159. 

‘) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1117 [1923], und zwar S. 1121. 
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Aid). 6. Ad, sorptionskurven de.s.scll)en Invertinpräpa- 
rales in verschiedenen Iveinheitsstufeii. 


Stellung bedienen, da die Entwick- 
lung der wirksamen Oberfläche selbst 
bei peinlichster Einhaltung der Dar- 
stellung.sbedingungen erheblichen 
Si'hwankungen unterworfen ist. Zur 
Untersuchung einiger Präparate der 
vorangehenden V. Abhandlung über 
Invertin haben wir ein Tonerdegel 
von der Formel Al(OII)^ verwendet, 
[15] das nach der Vorschrift von 
R. WiixsTÄTTKR und H. Kraut' 
dargestellt war. Die Kurven der 
Abb. 6 entsprechen drei verschie- 
denen vStufen in der Reinigung des- 
selben Hefeautolysats. Die Aufangskonzentration betrug für alle Kurven i S.E. in 1 1 . 
Bei Kurve T war der Reinheitsgrad (Saccharasewert) 1.5, bei der zweiten Kurve 2,28, 
während Kurve 3 einem vSaccharasewert von 5,35 (= Zeitwert von 0,186) zukommt. 
Die Fortschritte der Reinigung zeigen sich sehr deutlich in der vSteigerung der Adsorp- 
tiomswerte, aber selbst das Präparat vom vSaccharasewert 5,35, das alle seine Vor- 
gänger an Reinheit übertrifft, zeigt 
noch den Abfall der Kurve bei höhe- 
ren Konzentrationen der Restlösung, 
hat also, ents])rechend dem analy- 
tischen Befund der vorangehenden 
Abhandlung, keineswegs das Ver- 
halten eines reinen Stoffs. Diesem 
Abfall entspricht der in Abb. 7 dar- 
gestellte große Einfluß der Ver- 
dünnung (Kurven i und 3). 

"^2 p 1^0 1.6 1,8 2,0 Einem liöheren Reinheitsgrad 

c 

A 1 T 4^- •• 4 "i 11 muß nicht notwendig auch [16] eine 

Abi). 7, Adsorption von Invcrtinpraparaten ahnliclicn ^ ^ ^ 

Keinheitsgrades Kurve mit höheren Adsorptions- 

I S.K. in TOOÜ ccm. i .s.iv. in 120 ccm. werten entsprechen. Es hängt 

ganz von der Art der Begleit- 
stoffe ab, wie stark sie die Adsorption des Fhizyins beeinflussen. Hierin liegt aber 
ein Mittel, über die Verschiedenheit mehrerer Präparate desselben Reinheitsgrades 
zu entscheiden. Da die Adsorbierbarkeit von vStoff zu vStoff verschieden ist, können 
nur ganz einheitlich zusammengesetzte Präparate dieselbe Adsorptionskurve ergeben. 
Die Kurven i und 2 der Abb. 7 zeigen die Adsorption zweier Präparate ähnlichen 
Reinheitsgrades, aufgenommen in einer Anfang.skonzentration von i vS.E. in 1000 ccm. 

' Chem. Per. Bd. 56, vS. 1117 [1923], und zwar vS. 1118. 
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Kurve i stammt von dem oben erwähnten Präparat mit dem vSaccliarasewert 5,35, 
Kurve 2 von einem solchen mit dem S.W. 4,2. Letzteres weist trotz seiner gerini^ereii 
Reinheit durchwegs höhere Adsorptionswerte auf. Die Verschiedenheit der das In- 
vertin begleitenden Fremdstoffe muß in diesem Fall eine recht erhebliche sein. Das 
beweisen die Veränderungen, welche die Adsorptionswerte der beiden Präparate 
durch Änderung der Anfangskonzentration erfahren. Kurven 3 und 4 erhielten wir 
bei einer Anfangskonzentration von i vS.F. in 120 ccm. Bei dem Präparat vom vS.W. 5,35 
.steigerte die Verdünnung die Ad.sorptionswerte, während sie bei dem anderen Präparate 
eine deutliche Abschwäcliung erfuhren. Die vorausgehende V. Abhandlung über In- 
vertin ist zum selben Ergebnis gekommen, daß nämlich die zurzeit besten Invertin- 
präparate noch keineswegs eine einheitliche Zusammensetzung aufweisen. 

IV. A d s 0 r p t i 0 n s V e r s u c h e. 

Während bei den Adsorptionsversuchen aus den ungereinigten Ilefeautolysaten 
und auch aus den mit Kaolin vorgereinigten der Verlauf der Kurven ein durchaus 
kontinuierlicher war, zeigten sich bei den reineren Lösungen häufig so starke Ab- 
weichungen, daß nach einer Fehlerquelle un.serer Bestimmungsmethode gesucht werden 
mußte. 

Bekannt ist aus den vorhergehenden Abhandlungen über Invertin die Genauig- 
keit der Invertinbe.stimmung selbst; mit der empirischen Kurve des zeitlichen Ver- 
laufs wird die Nulldrehungszcit mit einem Fehler von d_2% gefunden. Fline [17] zweite 
Felilcrcpielle ist die Abmessung der Aluminiumhydroxydsuspensionen. Bekanntlich 
werden beim Abpipettieren von zähen kolloidalen vSu.spensionen leicht Fehler bis zu 
10% beobachtet. Die von uns angewandten Suspensionen enthielten aber nur etwa 
0,001 bis 0,0001 g A1:03 in 1 ccm, eine Änderung der Viscosität des Wassers war also 
sicher nicht cingetreten. Wir prüften die Genauigkeit des Abmessens, indem wir drei- 
mal je 5 ccm einer Alumitiiumhydroxydsuspen.sion, die wir zu unseren Bestimmungen 
verwendeten, abpipettierten und im Tiegel trockneten und glühten. Die Gewichte 
des Aluminiumoxyds waren 0,0065 — 0,0064 — 0,0064 g. Die Fehlergrenze beträgt 
also ±1%. Die wesentlich höheren Fehler unserer Bestimmungen konnten hiernach 
nur an einer unvollkommenen Trennung von Adsorbat und Restlösung liegen. 

Die präparative Methode für die.se Trennung ist das Zentrifugieren, das bei 
Tonerdeadsorbaten meist völlig klare Restlösungen liefert. Bei den kleinen, von uns 
verwendeten Proben und den hohen Adsorptionswerten der reineren Invcrtinlösungen 
bildete sich aber nur ein winziges Flöckchen am Boden der Zentrifugengläser, und 
wir konnten einige Male beobachten, daß sich davon beim Abgießen oder Abpipettieren 
der Re.stlö.sung ein Teil kslöste. Wir zogen deshalb eine Filtration dem Zentrifugieren 
vor, wobei natürlich die zum Benetzen der lulter dienenden ersten Anteile der Rest- 
lösungen stets verworfen werden mußten. Während beim Absaugen durch gehärtetes 
Filtrierpapier oft erhebliche Mengen des Adsorbats durchgerissen wurden, erwies sich 
die Filtration durch ein glattes, gehärtetes Filter als einwandfrei. 
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0,048 vS.K. wurden fünfmal mit 0,00064 g A1203 in einen Meßkolben gegeben und 
auf 50 ccm aufgcfüllt. Der Vergleicliszeitwert für 10 ccm der filtrierten Restlösungen 
war 35,4 35,5 — 35,5 — 35,4 — 35,4 Minuten. Das entspricht einem Gehalt der 

Restlösung von 0,03405 bzw. 0,03390 S.E., die Fehlergrenze war also nicht größer 
als ±2%. Natürlich steigerte sie sich etwas, wenn gelegentlich ganz kleine Mengen 
von Tonerde verwendet wurden. Aber abgesehen von einigen wenigen Fällen, die mit 
großer Wahrscheinlichkeit auf mangelhafte [18] Beschaffenheit der Filter zurückzu- 
führen waren, ist bei unseren Bestimmungen eine für die Beurteilung der Kurven 
durchaus genügende Fehlergrenze von ±4% anzunehmen, zumal wir alle Restlösungen 
zweimal durch dasselbe Filter passieren ließen. 

Eine sehr scharfe Bestimmung für kleine vSpuren von Aluminiumhydroxyd fanden 
wir in der Methode von F. W. Attack', welche die feildung eines roten Farblackes 
mit Alizarinrot-S als Erkennungsmittel verwendet. Wir änderten das Verfahren in 
der Weise ab, daß wir nur i Tropfen der o,iproz. Alizarinrotlösung zu den Versuchs- 
proben verwendeten und die essigsauren Probelösungen 2 bis 3 Tage stehen ließen. 
Dabei machten sich schon die kleinsten vSpuren von Aluminiumhydroxyd als rote 
Flöckchen am Boden der Reagenzgläser bemerkbar. So konnten wir in den wenigen 
Fällen, welche zu niedrige Ad sorptions werte ergeben hatten, fast immer Spuren von 
Aluminiumhydroxyd in den Restlösungen, also ungenügende Abtrennung des Adsor- 
bats nachweisen. 

In der folgenden Tabelle finden sich die Versuchsdaten aller in den Abbildungen 
wiedergegebenen Kurven. 

Tabelle. 

Zu Abb. I. 12 Monate altes Hefeautolysat (i Teil Hefe und i Teil Wasser). Anfangskoii/entration 

I vS.F. in 10 1 Wa.s.ser. 


Angewandte Mengen 

S.F.. 1 g A 1 , 0 , 

Volumen 

ccm 

1 .'Vclsorbicrte 

1 1 

A.W. 

1 

i c 

1 

0 . 0^34 

o,(K )744 


0,0191 ! 

2,6 

0,017 

0,0234 1 

o,(X)528 

250 1 

0,0162 1 

3.1 

' 0,029 

0,0234 

o,rx)372 

25 <'> 1 

0,0102 

2,7 

1 d 053 

0,0234 

0,00186 

250 1 

0,0035 ; 

L 9 

0,080 


Zu Abb. 3. Olycerinextrakt aus Pankreasdrü.sen, durch Adsorption in essigsaurer Lösung mit 
Aluminiumliydroxyd lipasefrei, durch Adsorption mit Kaolin trypsinfrei gemacht. Anfangs- 
konzentration 40 Am.K. (Amyhiseeinheiten) in i 1 . 


.\ngewaiuUe Mengen 

Am.I'. j g AljO, 

Volumen 

ccm 

1 

1 .\dsorl)ierte 

1 Am.E. 

1 A.W. 

j 

c 

4,00 

0,40 

100 

i 3.91 ; 

9 .« 

0,9 

4 ,<J 0 

0,20 

100 

^ 3,72 i 

18,6 

2,8 

4 ,(X) 

1 0,04 

I0<-) 

2,01 

50.2 

19.9 

4 /XJ 

1 0,02 

100 

1.49 

74,5 

25,1 


1 0,01 

100 

0,97 

97.0 

30.3 

4,00 

[ 0,005 

lüO 

0,58 

116,0 

34.2 


‘ Cheni.-Ztg. 1917, II. Bd., S. 177. 
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Zu Abb. 4. IO Monate altes Hefeautolysat (i Teil Hefe und i Teil Wasser), gereinigt durch Vor- 
adsorption mit 10% Kaolin. Anfangskonzx'iitrationen 1 S.Iv. in i, 2 und 4I Wasser. 


Angewandte Mengen 

S.lf. g ALO, 

Volutnen 

ccm 

.Vdsorbierte 

1 S.U. 

A.W. 

i c 

Kurve i ; 0,046 ) 

0,0372 

5Ö 

' 0,011 i 

0,62 

■ 0.46 

0,046 

0,0186 

50 

i 0.023 

0,60 

0,70 

,, 2:0,046 

) 0,0372 

i(x:> 

0.0433 

1 ,2 

0,024 

0,046 

1 0,0279 

I(X) 

' 0.0426 1 

1,5 

i 0,03.1 

0,046 

0,0186 

100 

1 0.038 1 

2, 1 

0,080 

0,046 

o,o{.x)3 

100 

0.023 1 

2.5 

0,23 

0,046 

1 0,0047 

100 

0 ,tX 38 i 

1,7 


,, 3: 0,046 

1 0,0186 

200 

i 0,04.15 : 

2,4 

: 0,0075 

0,046 

! 0,0093 

200 

: 0.037 ; 

4.0 

0,045 


Zu Abb. 5. Stark hefegumniihaltiges, aber eiweißarmes Invertin vom S.W. 0,16. Aluminiuin- 
hydroxyd C nach B. 56, 1117, und Aluminiumhydroxyd B. nach B 56, 140. Aiifangskonzcntrationen 
von I S.U. in 100, 1000. locxx) ccm. 


Angewandte J 

S.E. 

lengen 

K Al.ü, 

Volumen 

ccm 

Ad;ior1)iertc { 
S.lv. 1 

A.W'. 

6 * 

Al-HydroxydC: 
Kurve 1 : 0,1046 

0,0070 

IO 

i 

0,0979 

14.6 

0,67 

,, 2:0,0498 

0,0139 

56 

0.0492 

5.. 5 

0,012 

• 0,0,498 

0,0070 

50 

o,o.|85 

7.6 

0,026 

0,0498 j 

0,0023 

56 

; 0,024 

10. 1 

! 6,53 

0,0498 ! 

0.0012 

56 

1 0,010 

«.9 

6.76 

,, 3:0,0489 

o,cx )46 

5(x_) 

! 0,030 •; 

6,5 

0.039 

0,0489 

0,0037 

500 

0,02 2 

6,0 

0,054 

0,0489 

0,0028 

500 

0,018 

6,6 

! 0,061 

0,0489 

0,0018 

506 

0,014 

7-« 

' 0.070 


[20] 


Angewandte Mengen 

S.E. g Al.p, 

Volumen 

ccm 

^ Adsorbierte 
S.E. 

A.W'. 


Al-HydroxydB; 
Kurve 4: 0,102 

0,0056 

10 

1 0,059 

16.5 

4.3 

,, 5: 0,056 

0,(X.')93 

56 

; 0,052 

5.5 

0,08 

0,056 

0,0046 

56 

0,048 j 

10.4 

0,16 

0,056 

0,0(.)28 

56 

! 6.034 ! 

12,2 ! 

6,44 

0,056 

o,(X)i9 

56 

0,025 . 

13 .^ ; 

0,62 

0,056 

o.txxx; 

56 

' 0,004 

4.1 j 

1,04 

,, 6: 0,054 

0,0028 

5 ‘^ 

0,040 ' 

14,0 i 

0,028 

0,054 

} 0,0019 

5cx;) 

i 6,032 

17.6 j 

0.044 


Zu Abb. 6. Kurve 

1 : Kaolinpräparat der 

Tab. 1 1 der V. 

iVbhandlung von S.W. 1, 

Angewandte Mengen 

S.E. g .AljO, 

Volumen 

ccm 

i Adsorbierte 
; S.E. 1 

A.W'. 

c 

0,0462 

o,oo3o() 

. 50 

6,0419 

1 

13.7 

0,086 

0,0462 

0,00204 

50 

' 0,0402 

i 16.7 

0,12 

0,0462 

0,(X)102 

56 

j 0,0189 

18.5 

1 6,54 

0,0462 

1 o,txx)5 1 

56 

0,0052 

16. 3 

j 0,80 
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Kurve 2: Präparat d der Tab. 11 der V. Abhandlung von vS.W. 2,28. 


Angewandte Mengen 

S.K. g AI 4 ), 

Volumen 

ccm 

Adsorbierte 

.S.K. 

A,\V. 

c 

0.0235 

0,00204 

^5 

0,0223 

IO,0 

0,048 

0,0235 

0,00102 

25 

0,0212 

20.8 

0,095 

0,0235 

0,0(X)5I 

25 

0,01 18 

2.5-2 1 

0.47 

0,0235 

0,(XX120 

25 

o,(x:)47 

238> 1 

0.75 

0.0235 

o,cxx)i5 

25 

0,tX332 

20,6 

0,81 

0,0235 

0,00010 

25 

0,00045 

4.4 

0,92 

Kurve 3: 

Präparat gs der Tab. 1 1 der V. Abhandlung von S.W. 

5.35- 

Angewandte Mengen 

Volumen 

Adsorbierte 

A.W. 


S.I'. 

K A1,03 

ccm 

SJ; 



0,02466 

0,00102 

25 

0,02435 

2.b« 

0,012 

0,02466 

' 0,0004 1 

25 

0,014 I.J 

54-5 1 

0,42 

0,02466 

0,00010 

25 

0,00283 

28.3 

0,87 


Zu Abb. 7. Kurve i : Prä])arat g8, vSielie Kurve j der Abb. 6. Anfangskonzentration i S.lv. in 
1000 ccm. Kurve 2: Präparat von S.W. 4,2. 12 Monate altes Hefeautolysat, gereinigt durch 
Alkoholfällung, Adsorption an Kaolin (Nr. 4 der Tab. 10 derV. Abh.), Adsorption an Aluminium- 
hydroxyd C, Adsorption an Aluininiumhydroxyd P. Anfangskonzentration i vS.l^. in looo ccni. 


Angewandte Mengen 

Volumen 

; .\dsorbiert(- j 

A.W, 


S.K. 

g ai.a:>3 

ccm 

S.K. 1 



0,02329 

0.(20204 

25 

' 0,02320 

11,4 

- 0,0036 

0.02 32 () 

0,00102 

25 

0.02277 

22,3 

0,02 1 

0,02329 

0.(KX25 I 

25 

O.02(2.pti 

40.1 

0, 1 1 

(J.02329 

0.(2(X220 

25 

o.oiolo 

• 19.5 

(’-55 

Kurve 3 

: Präparat gs. 

Anfang.skonzeiitration 1 S.K. in 120 ccm. 

Angewandte Mengen 

Volumen 

Adsortiierte 

A.W. 


s.i':. 

, g ALO 3 

ccm 




0,0822 

1 0,00204 

10 

[ 0.0817 ' 

40,0 

0,05 

0,0822 

0,00102 

10 

j 0.0618 

60,6 

2.0 

Kurve 4: Präparat der Kurve 2. Anfang.skonzeiitration 

I S.K. in 120 ccm. 

Angewandte Mengen 

Volumen 

Adsorbierte 

I s 1.' 

A.W. 


S,K. 

g AbO, 

c'cni 




0,08384 

o,a)4o8 

10 

i 0,08202 , 

20.1 

0, 1 8 

0,08384 

0,00204 

10 

o,07(/)0 

59,0 

1 0,42 













Zeitschrift für physiologische Chemie 142, vS. 71 [1925]. 


52. ÜBER ENZYMADSORPTION. II. 

Von Heinrich Kraut und Erwin Wenzel. 

(VII. Abhandlung zur Kenntnis des Invertins von R. Wtij.stättkr und Alitarbeitcrn.) 
(Aus dom Chemischen lAuboratoriuni der Bayerischen Akademie der Wi.s.sen.sclial'tcn in München.) 

Mil () Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion zngegangen am 28. Oktober 1024.) 

Die Isolierung von Eiizyineii stellt uns vor eine dopi)elte Aufgabe. Wir müssen 
zuerst die Pjizyme aus der Verankerung an Rroto])lasniabestandteile der Organe 
und Sekrete, aus denen wir sie gewinnen wollen, f reilegen und dann eine Trennung 
der Knzynie von allen bei diesem Prozeß in Dösting gegangenen Stoffen herbeiführen. 
Als geeignetste ]\Iethode für diesen zweiten Teil der Isolierung hat sieh die von R. Wiij,- 
STÄTTER in der II. Abhandlung über Peroxydase’ eingeführte Bindung der Enzyme 
an die Grenzfläche einer neuen Phase, die Ad.sorption erwiesen, mit deren Anwendung 
sieh die vorliegende Untersuehung befaßt. Beide Aufgaben greifen aber vielfach 
ineinander. Die PTcilegung des Invertins z. B. geschieht in den meisten P'ällen durch 
den Prozeß der postmortalen Selltstauflösung. ,,Die Aufgabe ist, sie so zu leiten, 
daß die größte Menge von Invertin in Lösung gebracht wird, zusammen mit solchen 
Bcgleit.stoffen, welche die Reinigung und Isolierung des [72] Enzyms am wenigsten 
stören’).'' Andererseits hat die Abtrennung der gleichzeitig in Lösung befindlichen 
vStoffe schon cinzusetzen, bevor es gelungen ist, die Enzyme wirklich aus jeder Asso- 
ziation mit PTemdkörpern loszulösen. ,,Man findet sie in den aus tierischen und pflanz- 
lichen Organen oder aus Pilzen gewonnenen Auszügen mit einem großen Vielfachen 
komplizierter organi.scher Verbindungen vergesellschaftet, nicht einfach im Zustand 
eines Gemisches, sondern durch Kräfte verbunden, wie sie auch in den Adsorptions- 
verbindungen mit unlöslichen Adsorbentien wirken-)." Inir solche Assoziationen der 
Enzyme haben R. Wiij,stätter und E. Racke das Schema der Koadsorbentien^) 
aufgestellt, unter das alle diejenigen Stoffe fallen, welche infolge eines zwischen ihnen 

’ Liebigs Ami. der Cheiii. Bd. 422, S. 47 11920/21]. 

’) R. WiEESTÄTTKR uiid P\ Racke! Zur Kenntnis des Invertins, Liebigs Ami. der Chem. 
^d. 425, S. 1 1 1920/21], und zwar S. 4. 

') a. a. O. S. 56. 3) a. a. O. vS. 60. 
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und dem Enzym bestehenden Zusammenhangs gemeinsam mit dem Enzym in die 
Adsorbate gehen. Häufig fließen die beiden Aufgaben der Enzymisolierung in eine 
zusammen, indem das Adsorptionsmittel selbst die Affinitäten überwindet, welche 
das Enzym und seine Koadsorbentien Zusammenhalten. Wir verdanken aber den 
Untersuchungen der nachfolgenden VIIL Abhandlung über Invertin von R. WiEE- 
STÄTTER und K. Schneider die wichtige Erkenntnis, daß diese Affinitäten auch einen 
großen Grad von Festigkeit aufweisen können. Es ist ihnen gelungen, Invertinlösungen 
darzustellen, deren Adsorptionsverhalten dem einer einheitlichen Sub.stanz ähnlich 
war, und die sich durch die chemische Analyse doch nur als ein zufälliges Gemenge 
von Invertin mit akzessorischen Begleitstoffen erwiesen. Wenn wir daher im folgenden 
von Enzymadsorption reden, so sind wir uns bewußt, daß es sich dabei sehr häufig 
nicht um die Bindung des Enzyms allein an die Oberfläche des Adsorbens handelt, 
sondern um die eines noch nicht zerlegten Konglomerats von Protoplasmabestand- 
teilen und deren Abbauprodukten, unter denen eines das gesuchte und durch seine 
spezifische Reaktion nachweisbare Enzym ist. Es kommen auch Fälle vor, in denen 
[73] die Eoslösung des Enzyms aus einer Assoziation oder das Eingehen einer neuen 
während des Verlaufs der Reinigungsoperationen eintritt. Das bedingt natürlich 
eine weitgehende Änderung im Adsorptionsverhalten des Enzyms, und cs wird manch- 
mal möglich sein, eben aus einer sonst unerklärlichen Änderung einen Rückschluß auf 
eine solche Umgruppierung zu ziehen. So haben wir z. B. gefunden, daß das Invertin- 
präparat C der Tab. 8 der VIII. Abhandlung nach der Kaolinadsorption, welche 
bekanntlich den größten Teil des Hefegummis entfernt, schlechter an Tonerde adsorbier- 
bar war als vor dieser Reinigungsoperation. Es zeigte sich, daß das Präparat nicht frei 
von tryptischer Wirkung war, und daß ein langsamer Eiweißabbau entweder die 
Assoziation des Invertins verändert oder aber eine Anzahl von Abbauprodukten 
geschaffen hatte, welche durch ihre starke Adsorbierbarkeit an Tonerde die Oberfläche 
beschlagnahmten und sich nicht mehr entfernen ließen. 

Für die praktische Frage: wie soll man adsorbieren? siäelen indes die erwähnten 
Komplikationen durch die Gegenwart der Koadsorbentien erst dann eine Rolle, wenn 
die mit dem Enzym nicht zusammenhängenden vStoffe durch geeignete Maßnahmen 
bereits entfernt sind. In einer ersten Abhandlung^ hatten wir uns die Aufgabe ge- 
stellt, zu untersuchen, wie weit sich der quantitative Verlauf der Enzymadsorption 
aus den Gesetzen erklären läßt, die man für die Adsorption beliebiger, aber unter 
einander nicht zusammenhängender vStoffe aufstellen kann. Diese Betrachtung ist 
natürlich einseitig und dann unzulänglich, wenn man das Adsorptionsverhalten der 
Enzyme selbst daraus ableiten will; aber eine derartige Vereinfachung kann doch 
eine Reihe von Erscheinungen erklären, und «sie wird vor allem gute Dienste leisten 
bei der Uösung der Frage, wie man am zweckmäßigsten adsorbieren soll. 

Die quantitative Betrachtung der Adsorption muß den Zusammenhang aufsuchen, 
der zwischen der Konzentration des zu adsorbierenden vStoffs im Adsorptionsmittel 

* Diese Zs. Bd. ijj.'vS. i [1924]. 
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und derjenigen in der zurüekbleibenden Lösung besteht. Krstere, die [74] KoiizAni- 
tration des Enzyms im Adsorbat, nennen wir den Adsorptionswert (A.W.), die Kon- 
zentration des Enzyms in der Restlösung bezeichnen wir mit c. In unseren Abbildungen 
sind die Adsorptionswerte als Ordinaten, die Konzentrationen der Restlösungen als 
Abszissen aufgetragen und zwar in vSaccharaseeinheiten (S.E.) pro Gramm Adsorbens 
und pro Liter Restlösung. Der Adsorptionswert eines einzelnen gelösten vStoffes folgt 
der Freiindlichschen Adsorptionsisothernie' ; er wird eindeutig durch die Konzentration 
der Restlösung bestimmt und ist unabhängig von der der Anfangslösung. Die Ad- 
sorptionswerte eines Gemisches dagegen stellen den sehr variablen Schlüssel dar, 
nach dem sich die verschiedenen Stoffe in die Oberfläche des Adsorbens teilen, und es 
ist ausschlaggebend für diese Verteilung, mit welcher Stärke die einzelnen Stoffe 
gerade bei derjenigen Konzentration, die sic in der betreffenden Lösung haben, ihre 
Adsorbierbarkeit zum Ausdruck bringen. 

Der Zusammenhang mit den Adsorptionsisothermen der einzelnen reinen Stoffe 
ist darin zu suchen, daß der Anspruch, den die Stoffe bei der Platzverteilung des 
Gemisches erheben, demjenigen Adsorptionswert parallel gehen wird, den sic als 
alleinige Lösungskomponenten bei derselben Konzentration ihrer Restlösung auf ihrer 
Adsorptionsisothernie haben würden. Daher ändert sich schon durch die Adsorption 
selbst der Verteilungsschlüssel durch die ungleichmäßige Änderung der Konzentration 
der verschiedenen Stoffe. Substanzen, welche für sich allein einen steilen Anstieg 
ihrer Adsorptionsisotherme schon bei niedrigen Konzentrationen der Restlösung auf- 
weisen, werden natürlich in Gemischen dementsprechend selbst in kleinen Mengen 
viel Platz beanspruchen, \ermindert man die Restlösungskonzentrationen durch 
Wegadsorbicren oder durch Verdünnen einer gegebenen Lösung, so werden nach 
diesen Operationen diejenigen Stoffe bevorzugt adsorbiert werden, deren Adsorbier- 
barkeit durch die Abnahme der Konzentration die geringere [75] Schwächung erfährt. 
Das sind diejenigen Stoffe, deren Adsorptionsisotherme mit steilerem Anstieg das 
Maximum erreicht. 

Diese Gesetzmäßigkeiten gestatten, aus dem Verlauf der Kurven, die den Zu- 
sammenhang der Enzymkonzentrationen iiii Adsorbat und in der Restlösung dar- 
stellen, auf die Art und Menge der Begleitstoffe einen vSchluß zu ziehen, der als Weg- 
weiser für die Enzymreinigung durch Ad.sorption dienen kann’). Tn den Untersuchungen 
der vorliegenden Abhandlung ist die Frage behandelt, welche Maßnahmen auf Grund 
des quantitativen Verlaufs der Adsorptionskurven am zweckmäßigsten ergriffen 
werden, um das Enzym von denjenigen Begleitstoffen zu befreien, die ohne Zusammen- 
hang mit ihm .sich in den ürganextrakteii finden. Die Operationen der Adsorptions- 

' In unserer I. Abhandlung ist auf 8. 3 bei der Wiedergabe der Adsorptionsformel ein 
{im vorliegenden Abdruck berichtigler) Druckfehler vorgekoinmen ; sie muß richtig heißen: 

• a ~ a • 

^ b Zur Ausführung der Kurven siehe die I. Abhandlung über Fnzyma«lsorption 8. 3, 4, 


M illstälter, nnzyme. 
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teclinik selbst sind alle bekannt und verwendet, nämlich die Herstellung einer geeigneten 
Anfangslösung und der richtigen Wasserstof fionenkonzentration, die Fraktionierung 
durch Vorwegnahme eines unreinen Anteils oder durch Übriglassen eines Restes und 
endlich der Wechsel im Adsorptionsmittcl. Durch die quantitative Betrachtung aber 
sind wir imstande, genau anzugeben, wann und in welchem Maße die einzelnen dieser 
Operationen angesetzt werden sollen. Dadurch können wir die Adsorption so vollständig 
wie möglich zur Reinigung ausnützen und dazu noch erkennen, wann die Grenze 
der Reinigungsmöglichkeit erreicht ist. Wir führten unsere Untersuchung mit In- 
vertin aus, wobei in den meisten Fällen Tonerde C nach R.Willstätter und H.KRAUT^ 
und zwar aus einer einzigen Darstellung, das Adsorptionsmittel bildete. Eine aus- 
führlichere Schilderung unserer Ergebnisse findet sich in der Dissertation des einen 
von unsh 

Wieder, wie in unserer ersten Arbeit genossen wir den Vorzug, die Präparate 
der gleichzeitigen Untersuchung von R. W1EI.STÄTTER und K. Schneider über In- 
vertin benützen zu dürfen und unsere Resultate im Gang der präparativen Arbeit 
[76] kontrollieren zu können. Für das von Herrn Geheimrat R. WiEEvSTÄTTER unserer 
Arbeit entgegengebrachte Wohlwollen erlauben wir uns, unseren herzlichen Dank 
auszusprechen. Ferner ist es uns eine angenehme Pflicht, der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft und ihrem Japanausschuß unseren verbindlichsten Dank 
für die Gewährung eines Sti])endiums zu sagen, mit dessen Hilfe die vorliegende Arbeit 
ausgeführt werden konnte. 

I. Die Herstellung der günstigsten Anfangskonzentration. 

Die häufigste Anwendung der Adsorjüion zu Reinigungszwecken ist die Ent- 
fernung einer gut adsorbierbaren V^erunreinigung aus einer weniger leicht adsorbier- 
baren Hauptsubstanz. vSo reinigt man z. B. Zuckerlösungen mittels Tierkohle, indem 
die Verunreinigungen, in der Hauptsache Oxydationsprodukte der Zucker, wesentlich 
leichter von der Ticrkohle aufgenommen werden als die Zucker selbst. Natürlich 
geht dabei auch ein kleiner Teil des Zuckers an das Adsorbens und damit verloren. 
Bei den Enzymen liegt der F'all umgekehrt. Hier werden die Hauptprodukte selbst 
an das Adsorptionsmittel gebunden, und es ist die Hauptaufgabe der Reinigung, sie 
möglichst auswählend aus der Fülle der mehr oder minder gut adsorbierbaren Begleit- 
stoffe herauszuholen. Während bei der zuerst erwähnten Reinigung die Bindung 
aller »Stoffe an das Adsorbens, also der VerliEst an Zucker gar nicht ins Gewicht fällt, 
ist es bei den Enzymen eine besondere »Schwierigkeit, daß von den üblichen Adsorbentien 
die meisten Abbauprodukte des Protoplasmas in hohem Maße festgehalten werden. 
Ferner hängt es mit dem steilen Anstieg der Adsorptionsisothernien zusammen, daß 
gerade die letzten Reste von »Stoffen bei der Adsorption wieder und wieder aufgenommen 
werden. Natürlich ist es am zweckmäßigsten, Adsorbentien aufzusuchen, die einen 


* Cheni. Her. Bd. 56, »S. 1117 [1923]. 


5 DLss. E. Wenzee, München 1924. 
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Teil der Begleitstoffe gar nicht aufnehnien oder die nur einen Teil der Begleitstoffe, 
nicht aber die Enzyme adsorbieren. Solche Fälle sind selten gefunden worden; ein 
Beispiel ist das Kaolin, das den Hefegummi, einen sonst sehr zähen Begleiter des 
Invertins fast nicht adsorbiert und daher das beste ^littel zu seiner Abtrennung ist. 
Eine Auswahl unter den mit dem Enzym zusammen [77] adsorbierten Stoffen kann bei 
der Verschiedenheit ihres Adsorptionsverhalteiis nicht in einer einzigen Operation zum 
Ziele führen, sondern man muß versuchen, ihre Zahl durch den Wechsel der Be- 
dingungen in aufeinander folgenden Adsorptionen mehr und mehr einzuengen. Die 
Adsorptionskurven, welche wir zur Auswahl dieser Haßiiahnien betrachten, sind ent- 
standen durch das Zusammenwirken aller der meist sehr zahlreichen Stoffe, welche 
überhaupt aus der I/isung vom Adsorbens aufgenoninien werden. Häufig wird aber 
für das Bild der Kurven der Einfluß einer bestimmten Gruppe überwiegend sein; 
diese abzutrennen ist dann unsere erste Aufgabe. Ist einmal ein solches Idjerwiegen 
nicht vorhanden, so läßt sich doch meist aus den Veränderungen, welche die Adsor])- 
tionskurve durch eine einmalige Adsorption und Elution erfährt, die Zweckmäßigkeit 
neuer Variationen erkennen. 

Das Ziel jeder Reinigung durch Adsorption muß eine hösung sein, welche die 
Adsorptionskurve des Enzyms als die eines reinen vStoffes ergibt, l'ür die auszu- 
wählenden Maßnahmen gilt in den meisten Fällen als Richtschnur der von R. Wibb- 
stätter und I'. Rackk in der ersten Abhandlung über Invertin ausgesprochene vSatzD 
,, Daher wird das Invertin, je weniger Aluminiumhydroxyd man braucht, um eine 
gegebene Menge desselben zu adsorbieren, in desto reinerem Zustande dadurch er- 
halten. Die zur Adsorption des Invertins erforderliche ^lenge von Aluminiumhydroxyd 
ist ein gewisses Maß seiner vSelektivität.“ In der (piantitativen Betrachtung bedeutet 
dieser Satz, daß man eine gegebene Enzymlösung mit möglichst hohen Adsorptions- 
werten adsorbieren soll. 

Das erste Mittel zur Steigerung der Adsorptionswerte ist die Einstellung der 
günstigsten Anfangskonzentration. Wir haben in uiivSercr ersten Abhandlung aus- 
einandergesetzt, in welcher Weise sich die Adsorption eines Gemisches mit der An- 
fangskonzentration ändert. Das Resultat läßt sich dahin zusammenfassen, daß in 
konzentrierter Eösung die Adsorption der Stoffe mit langsamerem Anstieg der Adsorp- 
tionsisothermen, [78] also die der schlecht adsorbierbaren gefördert wird und um- 
gekehrt. So wird fast immer bei der ersten Adsorption eines Autolysats aus ver- 
dünnter lyösiing das Enzym bevorzugt, weil sich hier neben dem F,nzym die schlecht 
adsorbierbaren Stoffe in großer Zahl vorfinden. Aber schon nach einer einzigen Ad- 
sorption aus verdünnter Eösung ändert sich meist das Bild. Die schlecht adsorbier- 
baren Stoffe sind zurückgeblieben und die Adsorptionskurve des Gemisches weist’ 
nun in der Hauptsache den Einfluß der besser adsorbierbaren Stoffe mit den steiler 
ansteigenden Adsorptionsisothermen auf. Um bei der nächsten Reinigungsmaßnahme 
deren Adsorption möglichst zurückzudrängen, müssen wir daher aus konzentrierter 

‘ a. a. O., S. 66. 
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Abi). I. \'erdünnen der Anfaiigsl<).sung ver 1 )e.s.serl die Adsorption eines durch \’oradsorption mit 
Kaolin gereinigten Autolysats. Anfang.skonzentrationen ivS.E. in 1,2 und 4 Eiter. Adsorptions- 
kurven an Tonerde C. 


I.ösung [79] adsorbieren. Inder vierten Abhandlung über Invertin* ist das Ad.sorbieren 
der Autolysate aus verdünnter Lösung in den präparativen Reinigungsgang eingeführt 
worden. Als besonders gutes Beispiel bringen wir in Abb. i nochmals die in unserer 
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Abb. 2. Verdünnen der Anfangslösung 
schädigt die Adsorption eines Kaolin- 
präparates. 


ersten Abhandlung Abb. 4 dargestellten Kurven. 
vSchon ihr Verlauf (besonders bei Kurve 2) zeigt 
am Abfall der Adsorptionswerte in hohen Rest- 
lösungskonzentrationen den Einfluß der in über- 
wiegender Menge vorhandenen schlecht adsorbier- 
baren vStoffc. Entsprechend groß ist die vSteigerung 
der Ad.sorptionswerte und damit der vSelektion 
durch das Verdünnen. 

vSchon bei den durch eine Adsorption an Kao- 
lin mit folgender Elution und Dialyse gereinigten 
Präparaten liegen meist die Adsorptionswerte bei 
denselben Restlösungskonzentrationen höher, 
wenn sie aus konzentrierteren Anfangslösungen 
adsorbiert werden. Abb. 2 stellt die Adsorption 


R. WnxsTÄTTKR und W. Wassermann, Diese Zs. Bd. 12 e vS. iSi [1922 
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eines Kaolinpräparates vom vS.W. 1,8 an Tonerde C dar mit den Anfangskonzentra- 
tionen I S.K. in 50 und in 500 ccm. Der Abfall der Adsorption swertc in der verdünn- 
ten Lösung ist sehr deutlich und schon aus der l^orm der Kur\^en zu erwarten. 

[80] 

(iealtertes Hefeautolysal, gereinigt durch Adsorption an Kaolin, eiweil.ü und hete- 
guinniihaltig. vS.W. !.<S2 (siehe Absehn. T TI, C der VIII. Abh.). 
Adsorptionskurven an Tonerde C. Anfangskonzentrationen i S.IÜ in 50 und in 500 ecni. 



.Ciif^evvandte Mcni’cn 

.S.IC, K Al,(), 

Volumen 

A<lsorl)ierle .S.l;. 

A.W. 


1. 

0,505 

o,(x_)8 

25 

0,417 

5 - ! 

3.5 


0,505 

0 ,(K.).| 


ö .-^53 

6 ^ 

10,1 


0,505 

' 0,001 

-^5 

0,087 

i 

16.7 

2. 

0,0 t;o:; 

0.001 5 

25 

0,0517 

2 1 i 

0,75 


0,0505 

0,0006^ 

25 

0,0176 

28 

63 -^ 


0,0505 

0,00056 


0,0097 

27 



Kill Schluß auf die Wirkung der Konzentrationsänderuiig läßt sich aber nicht 
immer zwingend aus der Form der Kurven ziehen. Die Überlagerung verschiedenster 
Einflüsse, z. B. auch die Änderung der Assoziation der Enzyme durch Verdünnen, 
lassen es als notwendig erscheinen, jedesmal durch besondere Versuche die günstigste 
Anfangskonzentration fe.stzustellen. Dazu genügt es natürlich nicht, je einen be- 
liebigen Punkt in jeder getirüften Verdünnung zu bestimmen, da über deren Lage 
auf ihren Kurven nichts bekannt ist. Andererseits ist es nicht notwendig, in jeder 
Anfangskonzentration eine ganze Kurve aufzimehmen. Wenn in einer Konzen- 
tration eine vollständige Kurve von eben beginnender bis zu fast quantitativer Adsorp- 
tion vorliegt, so lassen sich die nötigen vSchlü.sse über die X’eränderungen in anderen 
Anfangskonzentrationen schon aus der Lage einzelner Stichproben zu dieser Kurve 
ziehen. 


II. Der PDnfluß der Reaktion des Mediums. 

Es ist bekannt, daß für jede Adsorption eine optimale Reaktion des Mediums 
besteht. Die Bindung des Invertins an Kaolin wird stets in saurer Lösung vor- 
genommen. I'ür verdünnte Lösungen gealterter Autolysate c'erwenden R. Winn- 
STÄTTER und W. Wassermann' schwach saure Reaktion, für [81] konzentrierte 
fanden es R.Wieestätticr und K. Schneider 0 zweckmäßig, so sauer zu adsorbieren, 
als das Invertin eben noch erträgt. Für die Adsorption an Tonerde empfehlen R. Wibb- 
vSTÄtter und F. RackeÜ als Bestes die schwach saure Reaktion der nicht neutralisierten 
Hefeautolysate. H. v. Kueer und K, MyrbäCK^) haben die Adsorption an Tonerde 
in verschiedenen mit Puffer eingestellten Aciditäten betrachtet und kamen zu dem 

IV. Abhandlung, S. 1 86. 

') V. Abhandlung, S. 195. *) T Abhandlung, vS. 69. 

b Die.sc Zs. Bd. 127, vS. 115 [1923]- 



j ^2 Kraut und Iv. WKNZKr<: 

Resultat, daß ein /)„ von 5,5 bis 6,5 die Adsorption am günstigsten beeinflußt. Auch 
un.sere quantitativen Untersuchungen haben ergeben, daß für die Adsorption des 
Invertins an Tonerde C in den meisten Källen ein ziemlich breites Maximum in schwach 
saurem Gebiet exi.stiert. Die Abb. 3 und die Tab. 2 geben unsere Resultate mit 
einem gealterten Autolysat wieder, das durch Ad.sorption an Kaolin gereinigt, stark 

eiwTiß-, aber schwach hefcgumini haltig war, 
unter Zusatz von Essigsäure zur neutralen 
(dialysierten) Eösung. War die Adsorptioiis- 
flüssigkeit, welche i vS.K. in 600 ccm ent- 
hielt, ”/ioc) essigsauer, so konstatierten wir 
schon eine \ erbesserung gegenüber der neu- 
tralen Eösung. Geringere Zusätze an Essig- 
säure hoben aber die Adsorptionswerte ganz 
bedeutend. Am güirstigsten erwies sich hier eine 
Airsgangslösung, welche "/sooo-essigsauer war. 
Abb. 4 und Tab. 3 zeigen die Adsorptionsweitc an je derselben Menge Tonerde 
in verschiedenen Aciditäten, und [82] zw^ar befand .sich bei Kurve i i S.E. in 125, 



Abb. 3, vSdiwach.sanre Reaktion begün- 
stigt die Adsorption eines Kaolinpräpa- 
rates aus gealtertem Hefeautoly.sat. 


Tabelle 2. 

Gealtertes Ilefeantolysat . gereinigt durch Adsorption an Kaolin, eiweißlialtig, 
sclnvaeli hefeguniinilialtig. 

Adsorptionskurven an Tonerde C. 

Anfaiig.skonzentration i vS.E. in 600 ecni. i. aus neutraler, 2. aus “/^"oo-essigsaurer Lösung. 



.S.E. 

aiidtc Mt-nnen 

Volumen 

.Vlsorbicrte S.i;. 

A.W. 

c 

I . 

0.04 1 s 

0 .(X)I 04 

25 

0.034 t 

32.S 

0,31 


(),0.|I,S 

(),()( K)^ 2 

^ 5 

0.0107 

20.'') 

1,24 


0,041s 

0,00030 

-5 

0,001 5 

4 .<^ 

1 ,')2 

2. 

0,04 iK 

0,00104 

-’5 

o,o.p)5 

3 <^.<> 

0,05 


0,04 1 S 

0,000:52 

25 

0,02 54 

4<^.7 

i ).()'() 


0.03 iS 

o,(x)03o 


0,01 13 

. 17 -7 

1,22 


bei Kurve 2 i vS.Pl in 600 ccm, (Der Einfluß der Anfangskonzentration wird also 
durch das Ansäuern nicht aufgehoben.) 



_n n _n n jn n__n n n eufra! 
10Ö ~2SÖ 500 1000 2000 mo 5000 moo 


Abb. 4. Adsorptionswerte an derselben 
Menge Tonerde in verschiedenen Acidi- 
täten. 


'l'abelle 3. 

Präparat der 'fabelle 2. 

I. Anfangskonzentration i S.lv in 125 ccm. 


Angewandt o,oS 

23 S.Iv und 

0,001 50 g ALÜ3 

in 10 ccm. 

Acidität der \ 
IXisiuip ^ 

Adsorbierte 

.S.E. 

.\.w. 

- 

"/.oo 

0,0172 

Il.o 

0,51 


(> 4 R 37 

34.4 

2,86 

"/^on 

o.otxyj 

44.4 

1,30 


0,07 1 9 

, ‘46,0 

1 ,03 

"Aooü 

0,07 Al 

i 46,3 

1 ,00 

*V40öo 

o,070<S 

45.4. 

1,15 

neutral 

<^(>433 

~ 7'7 

3 'öo 
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2. Anfaiigskonzentration i vS.H. in ( kk ) eeiii. Angewandt o.{).4i.s vS.R. und o,(x)o52 g AbO, in 25 ecni. 


Acidität (kr Uösunj; 

Adsorbierte S.U. 

A.W. 

r 

»/,00 

0.0155 

30.. > 

o,(;() 

"/.OO 

0,0204 

30-5 

0..SO 

>V.O(.o 

0.025b 

40.2 

0,05 


0,0255 

4-S.7 

o, 0 () 

*V 

0,0254 

4*^.7 

o.Ot) 


0,0225 

42.0 

o,7.S 

neutral 

0,0107 

20,0 

1.24 


Ähnliche Resultate hatten alle Bestininuingen, die mit Prii])araten ans ge- 
alterten Autolysaten gemacht wurden. Diese Präparate enthalten alle noeh Pa weiß, 
aber keinen oder nur vSpuren von Hefegummi. Man kann für sie allgemein, wie cs 
auch in der präparativen Arbeit ausgeführt wurde, einen Zusatz zur neutralen Lösung, 
der sie "/i^oo-essigsauer macht, als annähernd optimal ansehen. Auch von Präparaten 
aus jungen Autolysaten gilt dasselbe in reinerem Zustand ; im Anfangsstadium ergeben 
vsich manchmal Ausnahmen. Hin Präparat, das eiweißfrei, aber stark hefegummi- 
haltig war (i. Präparat der Tab. 4), hatte das Maximum der Adsorption in alkalischer 

Tabelle 4. 

1. Präparat (Beispiel des Abschnilt.s II, A der VIII. Abhandlung) enteiweißt, stark hefe- 
guinniilialtig. — Angewandt o.oso vS.R. und o,(X)2oH g AilO^ in 25 eein. 

Reaktion (kr l,ösun,i; Adsorbierte S U. A.W. r 


‘Vio-cssigsauer 

o.OlK* 


0.05 

“/lüo- 

0.02 1* 

10.1 

l.oS 

”/ >00* 

0,022 

IO,(> 

I , 0 ( > 

neutral 

0,025 

1 1.2 

1 -05 

"/?oo-Na-Acetat 

0,02b 

i 2,b 

o.<So 

”/ioo- 

0.051 

15,1 

0,68 

"/.o- 

0,025 

1 2,0 

0.0b 


[84] 

2. Präparat (Beispiel des Absehuitts I, C der Vlll. Abhandlung) mit Alkohol gefällt, aber 
noeh iiic'ht enteiweißt. --Angewandt 0.125 b.R. und 0,0204 g AbO^ in 25 ccm. 

Acidität der Uösun^ .Adsorbierte S.K. A.W. c 


"/ i;oo 

0, 100 

10.5 

1 .02 

■V.ooo 

0,087 

lb,<; 


neutral 

0,052 

10, b 

2.03 


Lösung (’ 7 ioo-Natriumacetat), ein anderes, welches noch nicht enteiwxnßt war, 
wurde dagegen am besten aus "/500-essigsaurer I^ösimg aufgenommen (2. Präparat 
der Tab. 4). Allerdings zeigte hier eine elektronietrische p,j-Bestiniinung, daß 
die ”/iooo-essigsaurc Lösung noch völlig neutral reagierte -- 7,0), verursacht wohl 
durch die starke Pufferwirkung der Kiweißstoffe. Beim Maximum von "/so^^-Hssig- 
säure w^ar dann = 5,3. 

Bei der Ausführung dieser Bestimmung ergab sich eine technische vSchwierigkeit. 
Bie gehärteten Filter (Schleicher und Schüll 602), die wir zur völligen Klärung der 

' 16% zerstörtes Invertin wurden vom .'ingewandten abgezogen. 

‘ 4% desgleichen. 
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Restlösungeii verwandten', adsorbierten nämlich in saurer Ivösung so große Eiizym- 
niengen, daß sie die Resultate völlig verschleierten. vSo nahm ein Filter von 9 cm 
Durchmesser aus einer "/lo-essigsauren Dösung von 0,23 vS.K. in 25 ccm 0,10 vS.K. -- 43 % 
des angewandten auf. Bei geringerer Kssigsäurckonzentration war die Adsorption 
durch die P'ilter allerdings wesentlich geringer, z. B. 13% aus "/soo-essigsaurer Rösuiig 
unter sonst denselben Bedingungen. Ks genügte daher zur Ausschaltung dieses Fehlers, 
daß wir uns eine kleine, zerlegbare Glasnutsche von nur 2 cm Filterdurchmesser 
konstruierten, deren Adsorption in Kontrollversuchen i bis 2, allerhöchstens 4% 
betrug. 

Man kann die Frage aufwerfen, worin die Wirkung der verschiedenen Zusätze 
an vSäure oder Alkali auf die Adsorptionen be.steht. vSie scheint uns aber in dem un- 
reinen Zustand, in dem die Enzyme vorliegen, noch gar nicht lösbar. Natürlich be- 
sitzt das Invertin als Kolloid ein /)ji- 0 ])timum .seiner Fällbarkeit. [85] Dieses Optimum 



0 u 8 12 16 20 
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;\bl). 5 . Die A.ssozialion des Invertins wird 
wälireiid der Adsorption an Tonerde aus 
saurer Lösung deutlieli verändert. 


braucht aber nicht notwendig mit dem Mini- 
mum der Löslichkeit der Adsorptionsverbin- 
dung Invertin-Tonerde zusammenzufalleii. 
Durch noch unveröffentlichte Versuche von 
H, Kkaut und F. Eichhorn wurde festgestellt, 
daß das Maximum der Adsorption von iso- 
liertem Hefegummi an Tonerde C ebenfalls im 
.schwach sauren Gebiet liegt. Danach ließe 
sich vielleicht das erwähnte alkalische Opti- 
mum der Invertinadsorption (Tab. 4, i.) als 
Minimum der Ad.sor])ti()n des im Übermaß vor- 
handenen Hefegummis erklären. vSicherlich 
werden durch das Ansäuern auch häufig die 
Beziehungen der Enzyme zu ihren Koadsor- 
bentien stark verändert. In Abb. 5 und Tab. 5 
stellt die Kurve i die Adsorption des Kaolin- 
präparates aus gealtertem Autolysat in "/ lOüü- 
Es.sigsäure dar, welche wir in neutraler Lösung 


durch Abb. 2 und Tab. i beschrieben haben. 


Die Kurve 2 ist in denselben Anfaiigskonzentration und Acidität aufgeiiommen wie 
Kurve i, aber nachdem das Präparat einer Ad.sorption an Tonerde C aus "/uH^o-essig- 
saurer Lösung unterworfen worden war. Das Bild der [86] Adsorption ist so völlig 
verändert, daß der Schluß auf eine Veränderung des Assoziationskomplexes zwingend 
erscheint. Erschwerend für die Aufklärung dieser Erscheinungen tritt noch hinzu, 
daß alle Zusätze zu den Adsorptionsflü-ssigkeiten, also auch die zur Einstellung einer 
bestimmten Wasserstoffionenkonzentration gemachten, selbst wieder adsorbiert werden 
und dadurch das Bild verschieben. 


^ Siche die I. Abhandlung über Knzyinad.sorption, S. 17. 
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Tabelle 5. 

Präparat der Tabelle i . 
Aiifangskoiizeiitration 1 S.P. in 50 ccm. 

Adsorptionskiirven in *Viooo-essigsanrer Lösung an Tonerde C. 

1. Nach der Adsorption an Kaolin. 

2. Nach der folgenden Adsorption an Tonerde C. 



Aiifjewandto Mengen 

S.i:. g ALO, 

VolllIlRMl 

ccm 

Adscrljicrtu .S.R. 

A.W. 


I . 

0,202 

, 0,(K)20 

10 

0453 

76 

4-6 


0,202 

0,0010 

10 

0.002 

02 

1 1 ,0 


0,202 

0 ,(XX )4 

lO 

0.054 

133 

14. H 

2 . 

0,205 

[ 0,0015 

JO 

‘>.143 

06 

6.2 


0,205 

' 0.0010 

10 

0,070 

70 

■ 13.5 


14,23 

0,027 

725 

0,66 

24 

18.7 


Wenn sonach das Optimum der Adsorption bald von der Mischung des Phizynis 
mit chemisch nicht verwandten Begleitstoffen, bald von dem Wechsel seiner Asso- 
ziationen ausschlaggebend verändert wird, so erscheint es zwecklos, etwa durch genaue 
/)„-Messungen der Ursache dieses Optimums als einer Pagenschaft der Enzyme selbst 
nachgehen zu wollen. Ja, es ist nicht einmal sicher, ob der großen Steigerung der 
Adsorptionswerte durch Kinstellen der o])timalen Reaktion immer eine entsprechende 
Rcinigungswirkung parallel geht. Die gegenüber den alten Präparaten überaus hohen 
Adsori)tionswerte von über 200, welche die reinsten Präparate der VIII. Abhandlung 
bei optimaler Reaktion aufweisen, sind keineswegs von einer entsprechenden Steigerung 
der Reinheitsgrade (Saccharasewerte) begleitet. Trotzdem ist es sicher, daß die Zu- 
sätze von Säure und Alkali bei der Adsorption uns in vielen Fällen ein [87] brauch- 
bares Mittel der Phaktionierung an die Hand geben. Es wird aber verfehlt sein, den 
Reinigungserfolg immer nur in der Richtung der Adsorptionswertsteigerung zu suchen. 

III. P'raktionierte Adsorption. 

Betrachten wir die Adsorptionswerte der Kurve 2 in Abb, 5, so finden wir, daß 
nacli einem steilen Anstieg mit steigender Restlösuiigskonzentration bis zu einem 
Maximum von fast 100 S.E. in i g Tonerde die Kurve wieder bis zu einem A.W. von 
nur 25 Einheiten pro Gramm Adsorbens bei einer Restlösungskonzentration von 18 S.P<. 
pro Eiter absinkt. Es nehmen also die ersten Anteile der zugesetzten Tonerde einen 
wesentlich geringeren Betrag von Invertin auf als die späteren, dafür aber um so 
mehr von den Begleitstoffen. In unserem Bei.spiel sind zur Adsorption von 80% der 
vorhandenen 14,2 >S.E. 0,105 ^ AI2O3 nötig, der vierte Teil davon adsorbiert aber nicht 
20 %, sondern noch nicht einmal 5 % (0,66 vS.P).). Es erweist sich daher als zweckmäßig, 
hier die oft gebrauchte Methode der Voradsorption anzuwenden, indem man mit einer 
geringen Menge Adsorbens viel Begleitstoffe und wenig Enzym adsorbiert, die ver- 
worfen werden. Und man ersieht aus dem steilen Abfall der Kurve 2 nach rechts 
ohne weiteres, daß es stets zweckn^äßiger ist, zweimal mit einer kleinen Menge Ton- 
erde vorzuadsorbieren als einmal mit der doppelten. Wir führten das in unserem 
Beispiel zweimal mit 0,027 S AI2O3 aus und verloren zusammen ii % des vorhandenen 
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Abb. 6. Durch Voradsorption wird die 
Adsorptiouskurve des Präparates 2 der 
Abb. ; bedeutend verbessert. 


Invertins. Den Erfolg der V oradsorption zeigt die 
nunmehr in einer Anfangskonzentration von i S.E. 
in 100 ccm auf genommene Kurve der Abb. 6 und 
Tab. 6. (Da die Voradsorptionen das Volumen 
vermehrten, hätten wir das Präparat eindampfen 
müssen, um die neue Kurve in derselben An- 
fangskonzentration der Kurve 2 Abb. 5, nämlich 
I vS.E. in 50 ccm, auf nehmen zu können. Sie wäre 
dann, wie die eine in noch größerer Verdünnung 
au.sgeführtc Bestimmung zeigt, nur noch günstiger 
ausgefallen.) 

Die Verbesserung der Adsorptionswerte ist 
groß und vor allem ist die Gestalt der Kur\T 
der einer einheitlichen Substanz viel mehr an- 
genähert: rascher Anstieg schon bei [88] nied- 
rigen Konzentrationen der Restlösuiig, dem im 
geprüften Gebiet kein Abfall mehr folgt. 


'l'abclle 6. 


Präparat der Tabelle i, nach Absorption an Kaolin und Tonerde C zweimal mit 
Tonerde C voradsorbiert. 

Anfangskonzentration i vS.H. in icx:)ccni. Ad.sorplion.skurve in «/iooo-e.ssigs. Lösung an Tonerde C. 


AiiKCWiuuUc Mengen Volumen ^ 

; Adsorliierlc S.K. A,\V. 

S.lv g \U), ^.^ni 


0,1023 

; o,(xxj63 

K) 0,0832 

Ll- 

i.O 

0,1023 

o,ocx)54 

IO o.o68(; 

128 

3,3 

0,1023 

0,(K)03.S 

10 0.0493 

130 

5 ’3 


Dieser starke Reinigungseffekt der \"oradsorption hat verschiedene Ursachen. 
Nicht nur ist ein Teil der Begleitstoffe, welche den Adsorptionswert des Invertins 
herabgedrückt haben, völlig entfernt worden, sondern es ist auch durch die 
[89] Konzentrationsverminderung dieser Begleitstoffe das Invertin selbst bei erneuter 
Adsorption in der Verteilung auf der Adsorbensoberfläche wesentlich bevorzugt. 
Noch aus einem dritten Grund ist aber die Voradsorption zweckmäßig. Es ist nämlich 
die Adsorption des zu reinigenden Stoffes durchaus ungeeignet zur Entfernung kleiner 
Reste von Begleitstoffen. Die Form der Adsorptionsisothermen lehrt, daß gerade 
solchen Resten noch ein unverhältnismäßig hoher Betrag an Adsorbierbarkeit zu- 
kommt. Daher i.st aber zu ihrer Entfernung eben die Voradsorption, welche den zu 
reinigenden Stoff in der Lösung zurückläßt, besonders geeignet. Sie bietet außerdem 
den großen Vorteil, daß ihre Anwendung mit geringen Enzym Verlusten verbunden 
ist, und daß die Ursache dieser Verluste einwanjlfrei feststeht. Im Gegensatz dazu 
sind die Ursachen der meist viel größeren Verluste der auf eine Reinigung durch Adsorp- 
tion folgenden Elution und Dialyse selten einwandfrei festzustellen (mechanischer 
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Verlust oder Zerstörung?). Die \ oradsorption ist daher unbedingt in allen den Fällen 
vorzunehmen, wo mit steigender Konzentration der Restlösung ein steiler Abfall der 
Adsorptionswerte cintritt. Auch ohne steilen Abfall ist sie namentlich in höheren 
Reinheitsgraden zur Entfernung kleiner Reste von Begleitstoffen empfehlenswert. 
Gänzlich vermieden werden muß .sie nur bei den Präparaten, bei denen ein starker 
Anstieg der Adsorptionswerte gerade in den höchsten Restlösungskonzentrationen 
einsetzt, weil dann das reinere Enzym vorweg adsorbiert würde. Ein solches Beispiel 
zeigt Abb. 5. Kurve i. Aber die dem Reinigungsgang desselben Präparates entnommene 
Kurve 2 lehrt, daß die Gelegenheit zur Anwendung der Voradsorption sich noch in 
einem späteren vStadium einstellen kann. Weitere Beispiele für die Wirkung der Vor- 
adsorption finden sich in den Kurven, welche den Reinigungsgang der Präparate in 
der folgenden VIII. Abhandlung über Invertin, Abschnitt ID, begleiten. 

Den Gegensatz zur Voradsorption bildet eine P'raktionierung, die mit einem 
Re.st des Enzyms einen größeren Teil der Begleitstoffe in der Restlösung zurück- 
läßt. Diese Praktionierung soll bei jeder richtig geleiteten Adsorption stattfinden, 
[90] wobei man durch Betrachtung der Adsorptionskurve feststellt, bis zu welchem 
Grade die Adsorption des Enzyms auswählcnd verläuft. Der Anstieg der Adsorptions- 
kurven ist in den meisten Fällen nicht so steil, wie es die Adsorptionsisothernie der 
reinen Enzyme verlangen würde. Das bedeutet, daß sich zwischen dem Maximum 
der Adsorptionskurvc und ihrem l'rs])rung (d. h. der quantitativen Adsorption) das 
Verhältnis der adsorbierten Stoffe dauernd zuungunsten des Fhizyms verschiebt. 
Fis ist daher notwendig, die Adsorption, je nach dem Maximum der Adsorptions werte, 
bei 80 bis 95 % der gesamten Enzymmenge abzubrechen. 

Ein weiteres Moment der Enzymreinigung ist die I'raktionierung, welche sich 
fast immer bei der Fllution beobachten läßt. vSie ist mit der Voradsorption in eine 
gewis.se Parallele zu stellen. Die Elution .stört nämlich einen Teil des Adsorbens 
oder seiner Oberfläche und ist in ihrer Wirkung oft einer Herabsetzung der Adsorbens- 
nienge gleichzusetzen. Der noch wirk.same Teil übt nun in der Elution.slösung eine 
Art Voradsorption aus, die sowohl kleine Reste von Begleitstoffen endgültig beseitigt, 
als auch einen Teil der in größerer Menge vorhandenen fcsthält. Ein Zeichen dafür 
ist die häufige Erfahrung, daß bei der Elution des Invertins aus Tonerdeadsorbaten 
durch Diammoniumphosphat die ersten eluierten Anteile anders zusammengesetzt 
und zwar meist reiner sind als die durch lange Einwirkung des Ehiens entstehende 
Restelution. Das Phosphat wirkt anfangs dadurch eluierend, daß es die Oberfläche 
des Adsorbens besetzt und die adsorbierten vStoffe verdrängt. Dabei behalten diese 
immer noch einen kleinen Teil der Oberfläche inne. Bei längerem vStchen tritt aber 
eine Verwandlung des Altiminiumhydroxyds in ein Aluminiuni])hosphat von wahr- 
scheinlich sehr viel gröberem Bau ein, welches fast keine adsorbierende Wirkung 
mehr ausübt. Dadurch begibt siph auch noch der Rest der adsorbierten vStoffe in 
Eösung, und die fraktionierende Wirkung der Elution wird aufgehoben. 

Iiu Anschluß an diese Fraktionierungen bleibt noch der Reinigungseffekt zu 
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besprechen, der durch das Auswaschen der Adsorbate bewirkt wird. Jedes Aus- 
waschen ist einer neuen [91] Adsorption zu vergleichen, da sich mit dem Wasch- 
wasser wieder ein Adsorptionsgleichgewicht einstellen muß. Bei der Adsorption eines 
einzelnen Stoffes würde das Auswaschen daher ziemlich verlustreich sein; bei einem 
Gemisch aber werden von dem Verlust fast nur die schlecht adsorbierbaren Stoffe 
betroffen. Durch ihr Verschwinden steigert sich der Raum, der den übrigen zur Ver- 
fügung steht, so daß ihre Adsorption aus dem Waschwasser tatsächlich mit über- 
schüssigem Adsorptionsmittel vorgenommen wird. Zur Prüfung der Gleichgewichts- 
einstellung haben wir einen Versuch ange.setzt : 3,1 S.K. aus einem gealterten, mit Kaolin 
etwas vorgereinigten Hefeautolysat wurden mit 15 g Tonerde aus 3 1 Flüssigkeit ad- 
sorbiert, wobei 0,8 vS.K. in der Re.stlösung blieben (also A.W, — 0,15). Wir wuschen 
einmal mit 1 1 , dann wiederholt mit 2 1 Wasser. Das erste Waschwasser enthielt noch 
0,036 S.E. in 1 1, das zweite nur 0,003 vS.E. in 2 1, vom dritten ab war kein Invertin 
mehr nachzuweisen. Als wir nun dasselbe Präparat nach Elution und Dialyse nochmals 
mit dem sehr viel höheren A.W. 15 adsorbierten, blieb im Waschwasser vom zweiten bis 
zum zehnten Mal die Konzentration von 0,0003 vS.E. pro Eiter fast konstant. Während 
also im ersten Falle durch das Waschen so viel Begleitstoffe entfernt wurden, daß vom 
dritten Mal ab die Invertinadsorption aus dem Waschwasser quantitativ war, ließ sich im 
nächsten Reinigungsstadium die Einstellung eines Gleichgewichts deutlich konstatieren. 

Es ist nach diesen Erfahrungen notwendig, in den ersten Reinigungsstadien 
die Adsorbate mehrfach, d. h. mindestens dreimal mit reichlichem Wasser auszu- 
waschen. Ein einmaliges Waschen, das sicher w'enig verlustreich ist, sollte aber auch 
bei reineren Adsorbaten angewandt werden. 

IV. Der Wechsel im Adsorptionsmittel. 

Bei rationeller Anwendung der beschriebenen Ad.sorptionsniethoden erhält man 
schließlich eine Lösung, deren A(l.sor])tionskurve nicht mehr viel von der eines einzelnen 



Abb. 7. A1)b. 8. 

Die Endprodukte wiederliolter Ad.sorption an da,s.sel])e Adsorbens zeigen stiirke Annäherung au 
die Porni der Adsorptionsisotlierine. 
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Tabelle 

Präparat D der Ta])elle S der VIIT. Abh. vom vS.W. r..;. 
Anfangskonzeiitratioii t vS.K. in i(x)ccm. 

Adsorptionskiirve an Tonerde C in »/..„.o-essigsaurer T,(”)snng. 


Angcv 

vS.K. 

sandte IMcnRcii 

K Ala >3 

VolumcMi 

v'cm 

.\<lsi>rl)ifrte S.I 

A.W, (• 

0,050 

0,00054 

5 

0.040 

So, 5 O.JS 

0,050 

0,00030 

5 

0,03 1 

so, 5 5.78 

0,050 

1 O.CXXIJ/ 

5 

0,02 1 

7 ^ .‘1 5 ,0< > 

0,050 

1 o,(xX)I 4 

5 

0,017 

Si ,4 7 /»f> 



'l'abellf 

,S. 


Präpa 

rat C der Tabell 

!e 8 der 

VHI. Al)h. 

vom vS.W'. 4,7. 

A 11 fangskonzeiitrat ioneii 

I vS.K. in 50 und in 

250 mii. 

Ad sorpt ion.sk urve an 

Tonerde 

C in ''/iooo-c.s.sig.saurer Tx>.sung. 

AnKcwaiidte JIcnRon | 


1 





AilfM.irbivrtc S.I 

A.W. 1 (• 

.S.K. 

R A1,0;, 

ccin 


! 

0,104 

0,00050 

5 

0,083 


0,104 

o,(XX)4() 

5 

0,075 

18O 5,(> 

0.104 

0.(K)0J7 

5 

0.053 

106 i(),j 

0,104 

0,(XX)lS 

5 

0,035 

i(/> , 13,7 

0,104 

0,(XX)27 


0,048 

178 ' 2,2 


Stoffes abweiclit. Die beiden Kurven der Abb. 7 und Tab. 7 und Abb. 8 und 
Tab. 8 stellen die Endprodukte der Reinigung [93] zweier Präi)arate der VIII. Ab- 
handlung dar. Abb. 7 stammt von dem Präparat I) aus gezüchteter Hefe vom Saccha- 
rasewert 6,7, Abb. 8 mit den höheren Adsorptionswerten gehört dem Präparat C 
mit dem niedrigeren Saccliarasewert 4,7 an. Aber auch diese einheitlichere Kurve 
hält dem zweiten Charakteristikum der Reinheit b nämlich der Unabhängigkeit von 
der Anfangskonzentration, nicht stand. Eine in der fünffach verdünnten Lösung 
aufgenommene Bestimmung fällt deutlich aus der Kurve heraus. Dazu besagen die 
analytischen Befunde der folgenden Abhandlung, daß beide Präparate noch sehr 
weit von dem Ziele der Reinigung entfernt sein mü.ssen. Das Erreichen einer Kurve, 

welche der Adsorptionsisotherme folgt (A.W. = körnst, x c"), ist zwar die notwendige 
Voraussetzung für das Erreichen des Reinigungszieles, des reinen Enzyms, aber 
noch kein hinreichender Beweis dafür. Wie .schon erwähnt, können auch Assoziations- 
produkte der Enzyme, wenn sie fest genug zusanimengehalten, die reine Adsorptions- 
isotherme ergeben. Aber wie weit entfernt wir auch in den Beispielen der Abb. 7 und 8 
noch vom reinen Invertin sein mögen, .soviel läßt .sich aus ihrem Anblick sicher sagen, 
daß eine weitere Reinigung mit demselben Adsorptionsmittel (Tonerde C) zwecklos 
ist. Die Fraktionierung des Enzyms durch die aufeinander folgenden Adsorptionen 
ist soweit fortgeschritten, daß nur noclivStoffe vorhanden sind, die entweder mit dem 
Invertin in Verbindung stehen, oder aber ein .sehr ähnliches Adsorptionsverhalten 
auf weisen. Daher werden wiederliolte Adsorptionen an Tonerde C vielleicht noch 

Siehe die i . Abhandlung über Knzyniadsorption, S. 13!. 
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kleine, sicher aber keine srnndsätzliclien Änderungen der lyösungszusammensetzung 
mehr bringen. Liegt in den Präparaten eine feste Assoziationsverbindung vor, so muß 
ein neuer Aufschluß in die Reinigungsmaßnahmeii eingeschaltet werden. Handelt 
es sich aber um ein Gemenge adsorptiv ähnlicher Stoffe, so ist zu erwarten, daß wir 
noch einen Schritt weiter durch den Wechsel im Adsorptionsmittel kommen werden. 
Die Ähnlichkeit der Stoffe des Gemisches gegenüber dem einen Adsorbens bedingt 



Tabelle g. 

Junges, enteiweißtes Neutralautolysat. 

Anfangskonzontration i S.lv. in 5 (k) ecin. 

Adsorbiert i . an Kaolin (in der Abbildung sind die Adsorptionswerte mit 50 multipliziert), 
j. an Tonerde C. 

3. an EATrihydroxyd. 



Aiigrwandtt Mengen 

,S.E. K Adsorb. 

Volimu-H 

Adsorbierte S.lv. 

AAV. 


I. 

0,0476 

0,202 

25 

0,0259 

0,13 

0,32 


0,0476 

0,101 

25 

0,0214 

0,2 I 

0,95 


0,0476 

0,030 

25 

0 ,(X )44 

0,15 

1,73 

J. 

(>,0476 

0,0(J40 

25 

0,0429 1 

10.7 

0,19 


0,0476 

0,0020 

25 

0,0222 

I I, I 

1,02 


0,0476 

0 ,(XJI 0 

25 

0 ,(X )66 

6,6 ' 

1,64 

3. 

0,0476 

0,0137 

25 

0,0397 ^ 

2,9 

0,32 


0,0476 

o,(X)6.S 

25 

0,0250 

3.7 i 

0,90 


0,0476 

o,(x)27 

25 

0,0149 

5>5 ; 

1.31 


[95] nämlich keineswegs auch eine Ähnlichkeit im Verhalten gegen andere Adsor- 
bentien. 

Von diesem Mittel ist bei der Knzymreinigung häufig Gebrauch gemacht worden. 
Der Wechsel zwischen Kaolin und Tonerde war bei der Invertinreinigung das beste 
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Mittel zur Beseitigung des Hefeguniinisb Beide Adsorbentien fanden erfolgreiche 
Anwendung bei der Trennung der drei pankrcalisclien Knzynie hipase, Trypsin und 
Amylase'. Bei der Reinigung der Ripase sind R. WibbSTÄTTKR und K. WAbDSCiiMiDT- 
LeiTZ noch einen Schritt weitergegangen, indem sie als drittes Adsorbens Cholesterin 
oder Tristearin verwendeten, die, einer ganz anderen Körperkla.sse entstammend, 
in ihrer Adsorptionswirkung einen starken Rciniguiigseffekt erzeugten. Aber selbst 
bei den sog. polaren Adsorbentien ist es nicht nur die verschiedene Acidität oder 
Basizität, welche aus der Menge adsorbierbarer Stoffe bald den einen, bald den anderen 
Cegenpol auswählt, sondern es spiegelt sich im Adsorptionsverhalten die ganze wechsel- 
reiche Fülle chemischer Affinitätsbetätigung wieder. Ks ist wohl in der Hauptsache 
die Schwerlöslichkeit der chemischen Verbindung zwischen Adsorbens und Adsor- 
bendnin, welches die gute Adsorbierbarkeit eines Stoffes bedingt. 

Abb. 9 und Tab. 9 stellen die Adsorption eines enteiweißten Invertin präparates 
aus einem raschen Neutralautolysat an die Adsorbentien Kaolin, Tonerde C und 
Ferrihydroxyd dar. Betrachtet man den gänzlich verschiedenen Verlauf dieser drei 
Kurven, so erkennt man ohne weiteres die vielfachen Möglichkeiten, welche wir der 
I'raktionierung dieses Gemisches mit jedem der drei Adsorbentien zugrunde legen 
können. Ja, selbst zwischen so ähnlichen Stoffen, wie es wasserreichere und wasser- 
ärmere Tonerdepräparate sind, bestehen nach den in der ersten Abhandlung über 
Fnzymadsorption [96] wiedergegebenen Kurven^) tiefgreifende Unterschiede im 
Adsorptionsverhalten. Für das Invertin läßt sich die Reihe der Adsorptionsmittel 
erheblich verlängern: in Stichproben haben sich Zinnsäure, Wolle, Seide, sowie Zell- 
stoff und Baumwolle als wirksam erwiesen. Welchen unter die.sen Stoffen wir nach 
Krschöpfung eines anderen Adsorptionsmittels für die weitere Reinigung auswählen 
sollen, kann uns die Aufnahme von Adsorptioirskurven lehren. Den besten Erfolg 
wird dasjenige Mittel bringen, dessen Adsorptionskurve sich am deutlichsten von der 
Adsorptionsisothcrnie unterscheidet. 

^ I. Abhandlung ülier Invertin, vS. 86. 

^ R. WIIXSTÄTTRR und K. WardscilmidT-LKITZ, II. Abhandlung ü])er läinkrea.seiizyme, 
Dic.se Zs. Bd. 125, vS. 132 [1923] und R. WibbSTÄTTKR, F. WardschmidT-Leitz und A. R. F. 
Hesse, III, Abhandlung über Pankrea.senzyine, Die.se Ztsclir. Bd. 126, vS. i,}3 [1023]. 

9 a. a. 0 ., vS. 12, Abb. 5. 
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53. ZUR KENNTNIS DES INVERTINS. 

Richard Willstätter und Karl Schneider. 

Achte Abhandlung. 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

Mit 5 Abl)ildiingen im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 28. Oktober 1924.) 

Theoretischer Teil. 

Die Anwendung der Adsorptionsmethode zur Reinigung des Invertins hat uns 
in der ersten Arbeit^ dieser Reihe zu dem Ergebnis geführt, daß sich das Enzym 
von den begleitenden Ilefeproteinen trennen läßt, und in der fünften Abhandlung^ zu 
der Angabe, daß das Invertin auch nicht etwa selbst zu den Eiweißkörpern zählt. 
Mit dieser Erklärung stehen die Anscliauungen über die Natur des Invertins im Gegen- 
satz, die vor kurzem H. v. Eulkr und K. JosephsonO entwickelt haben. Schon 
mehrere Male haben die Annahmen von H. v. EiiiyER und seinen Mitarbeitern über 
die Zusammensetzung des Invertins, über die Bedeutung des Phosphorgehaltes, über 
die Proportionalität des vStick.stoffgehaltes mit der enzymatischen Wirkung, über die 
Proteinähnlichkeit des Invertins der Forschung durch präzise P'ragestcllung wichtige 
Anregungen geboten. So erwerben sich unsere Stockholmer Kollegen mit ihrer neuen 
[258] Theorie wieder das Verdienst, befruchtend auf die Untersuchung der stofflichen 
Natur der Enzyme zu wirken. 

Während H. v. Eulicr und K. Joskphson anerkennen, daß es gelinge, das Invertin 
von beigeniengten Eiweißstoffen zu trennen, finden sie im Stickstoff- und im Schwefel- 
gehalt und in der Konstitution der Bausteine des Enzyms eine so große Überein- 
stimmung mit den Eiweißkörpern, daß sic die Saccharase als eine proteinähnliche 
Substanz erklären') und einen nahen Zusammenhang der spezifischen Enzymwirkung 
mit den amphoteren Eigenschaften des Enzymproteins annehmeiU). Aus dem Ver- 

’ Aiin. d. Cheni. Bd. 425, vS, 1 [1920/21]. 

* Die.se Z.s. Bd. 133, vS. 193 [1923/24]. 

^ Chem. Ber. Bd. 56, vS. 446 u. 1097 1 1923]; Bd. 57, S. 299 11. 859 [1924] und die.se Zs. Bd. 138, 
S. II u. 38 [1924]. 

') Chem. Ber. Bd. 57, vS. 299 [1924], und zwar S. 3(K)ff. Ivbenda. 
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halten des Invertins gegen Trypsin, von dem es schwer angegriffen, und wenn cs 
angegriffen wird, nicht ohne Verlust seiner Aktivität ^ schließen H. v. EubER und 
K. JoSEPHSON^' in folgender Weise auf die ,, Eiweißnatur" des Enzyms: ,,Die Aktivität 
der Saccharasc (oder die aktive Gruppe derselben) hängt mit dieser von uns als ,Proteiii- 
teik genannten Komponente der vSaccharase aufs engste zusammen." Nach dieser 
Auffassung soll es die als ,, Proteinteil bezeichnete Komponente der vSaccharaseprä- 
parate" sein, ,, welche den schließlichen Zerfall des vSubstrates — vSaccharose bzw. 
Raffinose — bewirkte" 


Über den Tryptophangelialt der vSaccharase. 

Die neuen Untersuchungen über die Bausteine ihrer Saccharase, über die ganz 
spezifische Bauart des ,, Enzymeiweiß" haben H. V. Eueer und K. Josepiison mit 
sehr bemerkenswerten und genauen Mitteilungen über den auffallend hohen Tryi^to- 
phangehalt der Saccharase begonnen l In ihren besten Saccharasepräparaten fanden 
diese Forscher eine große [259] Anreicherung des Tryptophans.. Fünf Präparate von 
der enzymatischen Wirksamkeit entsprechend If — 225 bis 245 (d. i. Zeitwert 0,27 
bis 0,24) enthielten 4,93 bis 5,58% Tryptophan, d. i. mehr als das Doppelte vom 
Tryptophangehalt der Ilefeproteine. 

Vergleichen wir mit diesen analytischen Angaben die Zusammensetzung jener 
Invertinpräparate, von denen R. Wieestätter und 1 '. Racke niitteileiP): ,,Nach 
der zweiten Adsorption bleiben die Eiweiß reaktionen ganz aus." Ein typisches Prä> 
parat jener Arbeit, dessen Zeitwert indessen infolge der Inaktivierung hii kaufe der 
Rcinigungsvornahmen ungünstig geworden (vS.W. 0,189), aber ohne die Aktivitäts- 
verluste etwa 0,7 betragen hätte, wird nach der 0 . v. Inirthschen Bcstimmungsweisc 
geprüft. Es enthält gar kein Tryptophan. Pun anderes Präparat, ebenfalls aus ge- 
altertem saurem Hefeautolysat, aber in der heute üblichen Weise durch Adsorption 
bei großer Verdünnung mit Kaolin und Tonerde gereinigt (Zeitwert 0,37 ; If = 164), 
enthält dagegen ziemlich viel Tryptophan (3,7%). Wenn man nun aber ein solches 
Invertin einer weiteren (zweimaligen) Reinigung mit Bleiacetat unterwirft, wobei 
sein Saccharasewert auf 4,35 (Zeitwert 0,23; If = 265) ansteigt, so verliert es seinen 
Gehalt an Tryptophan vollständig. 

Jene Präparate aus gealterten Autolysaten verloren ungemein schwer oder auch 
gar nicht ihren Gehalt an Tyrosinpeptid, wie die besonders hartnäckige Milionreaktion 
erwies. Hingegen liefern uns frische Autolysatc, besonders die bei neutraler Reaktion 
gewonnenen, so leicht Invertinpräparatc. welche die Milionreaktion nicht geben, also 

^ Diese Erscheinung dürfte so zu erklären .sein, daß das peptidhaltige Invertinpräpa,rat 
durch den trypti.schen Abl)au seiner Sehutz.stoffe beraiibt und der Zersetzung preisgegeben wird. 

‘‘ Diese Zs. Bd. 138, S. 38 [192.4], und zwar vS. 46. 

5 Cheni. Ber. Bd. 57, vS. 859 [192.4]- 

^ Diese Zs. Bd. 138, vS. 38 [1924], und zwar S. 48. 

^ Cheni. Ber. Bd. 57, S. 859 [1924]- 

') Ann. d. Chem. Bd. 425, vS. i [1920/21], und zwar S. 102. 
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keine Spur von T3Tosin entlialten. Deshalb sind wir daran gegangen, Invertin in so 
reinem Zustand, als es nach der Adsorptionsmethode zur Zeit erzielt werden kann, 
aus frischen und möglichst rasch gewonnenen Hefeautoly säten zu isolieren, die sich 
für unsere bisherigen Verfahren nicht recht eigneten. 

Die frischen Neutral autolysate enthalten viel Hefeeiweiß in ursprünglichem oder 
wenig verändertem Zustand. Es läßt sich leicht ausfällen und das Invertin in der 
Mutterlauge durch [260] Fällung mit Alkohol unter bestimmten Bedingungen, am 
besten unter gleichzeitiger Adsorption an Calciumphosphat, auch von Eiweißspaltungs- 
produkten weitgehend befreien. Dann wird das noch stark liefegummihaltigc Prä- 
parat durch einmalige oder wiederholte Ad.sorption an Kaolin gereinigt. Es i.st so 
arm an schützend wirkenden Begleitstoffen, daß Inaktivierung am Kaolin nicht ver- 
mieden werden kann. Das inaktivierte Enzym begleitet bei der Anwendung von 
Kaolin das aktive. Daher erreichen wir nur einen Saccharasewert 1,1 bei einmaliger, 
den viel ungünstigeren 0,21 bei zweimaliger Reinigung. Ohne Aktivitätsverlust wären, 
wie sich mit genügender vSicherheit .schätzen läßt, die Zeitwerte 0,5 und 0,25 erreicht 
worden (also If 122 und 243). Diese Invertinpräparate enthalten nach der einmaligen 
Kaolinbehandlung 0,5% oder ein w^enig mehr Trvptoplian, nach der wiederholten 
Kaolinadsorption gar kein Tryptophan. 

P^s i.st ein großer Fortschritt gegenüber den früheren Arbeiten, daß die vielen Er- 
fahrungen über die Adsorption und Elution heute auch Beobachtungen und vSchluß- 
folgerungen ermöglichen mit den Enzympräparaten, die mehr oder weniger inaktiviert 
worden sind. Anfangs waren Präparate, die beim Reinigen keinen günstigen Zeit- 
wert erreichten, wertlos. Es fehlte an Anhaltspunkten, wie weit Mängel in der Ver- 
suchsausführung, wie weit Zersetzungen an ungün.stigen Aktivitätswerten Schuld 
trugen. Seitdem ist es aber möglich geworden, mit großer Vorsicht auch Präparate 
zu vergleichenden Zwecken heranzuziehen, die in genau kontrolliertem Reinigungs- 
gang Abnahme der cnzyniati.schcn Wirksamkeit erlitten haben. ITeilich wird man 
auch künftig die ent.scheidenden vSchlußfolgerungen nur aus Beobachtungen an Prä- 
paraten herleiten, deren enzymatische Konzentration durch hohe Aktivität verbürgt ist. 

Die Zersetzlichkeit, die dem Invertin aus frischen Neutralautolysaten nach der 
Eiweißabtrennung eigen ist, gab Veranlassung, bei den ersten Reinigungsoperationen, 
also noch in das Kaolinadsorbat, das Hefeeiweiß mitzuführen und es erst nach dem 
Eluieren aus dem Kaolin mit Säure abzuscheiden. Dieser einzige, scheinbar gering- 
fügige Umstand war von [261] entscheidendem Einfluß auf die Zusammensetzung 
der Invertinpräparate, auf die Assoziation der Saccharase mit Peptiden. Trotz der 
raschesten Ausführung der Operationen ist das Protein von der begleitenden Hefe- 
protease angegriffen und das Tryptophanpeptid (früher als das Tyrosinpeptid) reichlich 
gebildet worden, so daß es sich dem Invertin beigesellt und cs in günstiger Weise 
vor Inaktivierung schützt. In diesem Gang der. Isolierung hält nach der Eiweiß- 
fällung das Invertin bei Zeitwerten von 1,0 bis 0,56 (If 61 bis 108) und ist in geeignetem 
Zustand für die Anwxmdung der Tonerdeadsorption. 
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Die Adsorptionsmetliode, 

die schon eine alte ist, wurde an der Aufgabe der Isolierung von Enzynien in den 
letzten Jahren zu größerer Leistungsfähigkeit entwickelt, welche die Methode auch 
für die vSerumforschung, für die Darstellung von Ilornioiien und anderen physio- 
logisch aktiven vStoffen empfiehlt. In der ersten Arbeit dieser Reihe gewann das Ver- 
fahren präparative Brauchbarkeit durch Anwendung eines guten Ausgangsmaterials 
von Hefeautolysat und Bereitung geeigneter vSorten von Aluminiumhydroxyd. vSeit- 
dem ist aber eine für die Isolierung der Saccharase oder eines andern Enzyms wichtige 
Leistung, die mit dem Adsorptionswert, der Zahl der von i g AUO^ aufgenommenen 
Enzvnieinheiten, gemessen wird, bedeutend ge.steigert worden, für Invertin auf mehr 
als das Tausendfache des Wertes, den R. Wiustättkr und E. Racke in ihren Ilefe- 
autolysaten beobachteten. Die Fortschritte beruhen, abgesehen von der Vervoll- 
kommnung der Invcrtinfreilegung bei der Hefeautoly.se und der Verbcs.serung der 
Autolysate durch Alterung, auf der Bestimmung der für die Adsorption jeweils ge- 
eigneten Verdünnung und der optimalen Acidität, und sie be.stehen ferner in fraktio- 
nierender und wiederholter Anwendung des Ad.sorbens. Ein leitender Gedanke in der 
vorliegenden Untersuchung war es, die Adsorptionsmetliode für Invertin dadurch zu 
vervollkonmineii, daß wir das präparative Verfahren in engem Zusammenhang mit 
der vor kurzem veröffentlichten ' und mit [262] der voranstehenden Untersuchung 
von H. Kraut und E. Wenzel „Über Enzymadsorption'' ausführten. Die Adsorptions- 
niethodc ist nämlich so geleitet worden, daß sich das Verhalten des Enyzms gemäß 
den nach H. Freundlich 0 ermittelten Adsorptionskurven mehr und mehr dem 
Adsorptionsverhalten eines reinen vStoffes genähert hat. Dabei ist der Adsorptions- 
wert des Aluminiumhydroxyds C für Saccharase bis auf 210 gestiegen. Während in 
den ersten Versuchen von R. WiLLvSTÄTTER und F. Racke i g Al:03 die Invertin- 
menge aus 10 g lebender Hefe aufnahni, hat in unseren letzten Versuchen i g ALO3 
(A.W. 200, Präparat vom S.W. 5) das Invertin von 12000 bis 14000 g lebender Hefe 
vom Zeitwert 300 bis 330 oder von 3 bis yjz kg Trockenhefe adsorbiert. Wenn unser 
bestes Saccharasepräparat (Zeitwert 0,15; S.W. 6,67; If 406) von Tonerde mit dem 
Adsorptionswert 200 aufgenommen wird, so hat das von i g AbOj gebildete Adsorbat 
das Gewicht von 2^2 g. Im Adsorbat ist ungefähr dieselbe Konzentration erreicht 
wie vor kurzem in den besten Invertin präparaten (Zeitwert 0,25; S.W. 4). Das lon- 
erdeadsorbat ist also im Invertingehalt i2oofach konzentrierter als unsere irocken- 
hefe und das Invertinpräparat von derzeit höchstem Reinheitsgrad (i S.E. in 7,5 mg 
Präparat) ist 2000 fach konzentrierter als die Trockenhefe vom üblichen Zeitwert 300. 

Die systematische Anwendung der Tonerdeadsorption auf die frischen Neutral- 
autolysate (nach Kaolinadsorption und darauffolgender Eiweißfällung) hat bei den 
zahlreichen Wiederholungen des Verfahrens bis zur Grenze seines Leistungsvermögens 
unter den heute bekannten Bedingpiigen zu dem Ende geführt, das sich das Invertin 

‘ VI. Abli. dieser Reilie. Die.se Zs. Bd. 133, vS. i [1923/24] {Abh. 51). 

Kapillarchemie, III, Aufl., Leipzig [1923], S. 23211. 

48* 
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wie eine einheitliche Substanz verhält, wenn cs, ohne erheblichen Aktivitätsverlust 
zu erleiden, den Saccharasewert 5 erreicht hat. Das ist ein überraschendes Resultat. 
Es ist enttäuschend, daß die Adsorption mit so außerordentlichen Adsorptions werten 
nicht zu einer größeren Steigerung der enzymatischen Konzentration geführt hat. 
Aber dies wird durch das Ergebnis der Analyse erklärt. Die besten [263] Präparate 
aus diesem Verfahren (Abschn. I d. exp. Teils) enthalten 9% Tryptophan. Aus frischen 
Autolysaten und aus gealterten, aus Neutralautolysaten und aus sauren ist also trypto- 
phanreiches wie tryptophanfreies Invertin erhalten worden. Tryptophau- 

gchalt (%) 

Invertin aus frischem Autolysat nach Verf. Abschn. I, S.W. 6,67; N-Oeh. 9,21 8,9 

Invertin aus frischem Autolysat nach Verf. Abschn. II, S.W. 0,21 (infolge 

Inaktiv., geschätzt 4); N-Oeh. 6,55 0 

Invertin aus gealt. Autolysat nach Verf. Abschn. III C, S.W. 3,57 ; N-Oeh. 8,10 9,2 

Invertin aus gealt. Autolysat nach Verf. Ab.schn. III K, S.W. 4,16; N-Och. 4,80 0 


Wie die Oehalte an spezifischen Eiweißbausteinen, so unterliegen die Stickstoff- 
gehalte der Enzympräjiarate so großen Schwankungen, daß die von H. v. EueER 
und K. JosEPiisoN* angenommene Proportionalität von enzymatischer Wirkung und 
Stickstoffgehalt nicht bestätigt werden kann. In den Beispielen obenstehender Tabelle 

♦ bewegt sich der Stickstoffgehalt zwischen 4,80 und 9,21 und der Quotient Stickstoff 
zwi.schen 28 und 53. Ebensowenig wird sich die Proportionalität zwischen Saccharase- 
wirkung und Schwefelgehalt auf rechthaltcn. lassen. 

Auf die Präparate der zuletzt beschriebenen Art hat sich, da sie sich durch Be- 
ständigkeit an der Tonerde auszeichnen, die Adsorptionsmethode am be.sten in syste- 
matischer Weise anwenden la.ssen. Wenn die.se Anwcndting nicht zu einer höheren 
Steigerung der Enzymkonzentration geführt hat, so trägt daran die Vergesellschaftung 
des Enzyms mit einem wahrscheinlich großen tryptophanhaltigen Peptidkomplex schuld. 

Die mit unseren Präparaten beobachteten Adsorptionskurveii sind in Wirklich- 
keit nicht diejenigen des Invertins selbst, sondern sie sind durch das Adsorptions- 
verhalten eines invertinführenden Begleitstoffes oder adsorptiv verbundenen Ge- 
misches von Begleitstoffen bedingt. Die Adsorption hat in [264] die.scm Falle das 
Invertin nicht aus den Aggregaten abzutrennen vermocht, worin cs mit einem Ko- 
adsorbens oder mit mehreren Koadsorbentien adsorptiv verbunden ist. Daraus ergibt 
sich die Aufgabe, die Adsorptionsmethode nach geänderten Richtlinien weiter zu ent- 
wickeln. Es wird dann wohl gelingen, die Aggregate aufzulösen, die jetzt unzerleg- 
bar waren ; aber dem Erfolge sind Schranken gesetzt durch die verminderte Beständig- 
keit, die dem Enzym gemäß vielen Beobachtungen nach der Abtrennung der seine 
Aktivität schützenden Begleitstoffe eigen ist. Die präparative Arbeit ist dem Ziele 
nahe, das heute für sie erreichbar ist. 

^ Cheni. Bcr. Bd. 56, 8.446 u. 1097 [1923]. — K. JosKnisox, Die.se Zs. Bd. 136. 8. 224 
[1924]. vSiehe dazu unsere V, Abliandl. und Abschn. IV dieser Abhandlung. 
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Über die Zusammensetzung der Invertinpräparate. 

Der Vergleich der nach verschiedenen Verfahren dargcstcllten Invertinpräparate 
lehrt, daß die Saccharase ihre Gesellschaft mit Begleitstoffen wechselt und daß diesen 
keine spezifische Bedeutung zukomnit. Wenn das Hefeeiweiß der Proteolyse unter- 
liegt, was schon bei der Invertinfreilegung nur teilweise vermieden werden kann, 
so entsteht u. a. bald tryptophanhaltiges Peptid. Dieses hat die Fähigkeit, sich mit 
dem Enzym zu vergesellschaften und, wenn seine Menge ausreicht, ein Aggregat zu 
bilden, das sehr leicht als Ganzes adsorbierbar ist. Wenn die Proteolyse im Autolysat 
fortsch reitet, so wächst allmählich die Menge von Spaltungsprodukt, das die Milloii- 
reaktion gibt, also von Tyrosinpeptid. Auch dieses bildet mit dem Invertin Aggregate 
und zwar so, daß aus dem Gemisch von invertinhaltigem Tryptophanpeptid und Tyro- 
sini)cptid das ersterc weggeschafft werden konnte, während das Invertin in hoher 
Ausbeute mit dem Träger der Milionreaktion verknüpft blieb. Es gibt deutliche An- 
zeichen, daß diese beiden Peptide nicht die einzigen sind, die unter solchen Bedingungen 
mit dem Invertin assoziiert auftreten und ihm als Koadsorbentien und Schutzstoffe 
anhaften. vSowohl durch Fällungsmittel (Bleiacetat) wie unter Umständen durch 
Adsorption ist cs möglich, die Saccharase von diesen eng mit ihr zusammenhängenden 
Fremdstoffen zu trennen. 

Die Untersuchung ergibt also, daß bei den Abweichungen zwischen den Invertin- ^ 
])räparaten zweier Eaboratorien nicht [265] Unterschiede der verarbeiteten Hefen im 
Spiele sind. Der Arbeiter hat es in der Hand, aus derselben Hefe, aus demselben 
Autolysat Invertinpräparate mit sehr verschiedenen Aggregaten der Saccharase dar- 
zustellen. Die Kunst der Arbeit wird es sein, das Minimum von Schutzstoffen auf- 
zusuchen, womit die Saccharase bei unverminderter Aktivität gehalten werden kann. 

Diese Erkenntnis gilt nicht für das Invertin allein. Die Versuche der präparativen 
Reinigung der Pankreasli])ase, der Pankreasamyla.se, der pflanzlichen Peroxydase 
lehren dasselbe. In der ersten Arbeit über Peroxydase^ be.standen die Enzympräparate 
von ansehnlichem Reinheitsgrad in der Hauptsache aus glucosidischer Substanz mit 
einem Eisengehalt, welcher der Wirksamkeit proportional anstieg. Die folgenden 
Schritte der Reinigung' bis auf das Fünffache der höchsten in Abhandlung I erreichten 
Konzentration (das izooofachc der getrockneten Pflanzenwurzel) waren entscheidend. 
Bei dieser Steigerung der Konzentration sank der Eisengehalt auf V; zuvor ge- 
fundenen (0,06%) und die kohlehydrathaltigc Substanz ward vollständig abge- 
trennt. 

Die präparativen und analytischen Arbeiten über Peroxydase, Invertin und 
Uipase haben Erkenntnisse gezeitigt von den Einflüssen der Begleitstoffe auf die 
Eigenschaften eines Enzyms und von seiner Unbeständigkeit in höheren Reinheits- 
graden. Die meisten Enzymmcrkmale werden von den begleitenden Fremdstoffen 
beeinflußt. Zuerst wurde der Einfluß auf das Adsorptionsverhalten erkannt, hier 

R. WirrSTÄTTKR und A. vSTOnn, Ami. d. Clieni. Bd. 416, S. 21 

^ R. WIIXSTÄTTKR und A. POIJJNGKK. .‘tiin. d. Clieni. Bd. 430, .S. jOc) [i922/2 U. 
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wird ein solclier bezüglich der charakteristischen chemischen Proben nachgewiesen, 
vor kurzem ein Einfluß in bezug auf die />jj- Abhängigkeit eines Enzyms h Dazu 
kommen die Einflüsse der begleitenden vStoffc auf das Verhalten gegen Aktivatoren, 
Hemmungskörper und Gifte, auf das [266] Temperaturoptimum und die Zerstörungs- 
temperatur der Enzyme. Nur von der Konfigurationsspezifität, d. h. von der vSpezifität 
der P'nzyme gegenüber asymmetrisch konstituierten Substraten ist es bis jetzt noch 
nicht gefunden worden, daß sie von abtrennbaren Begleitern bedingt oder beeinflußt 
sein kann. Zu den Einflüssen der Begleitstoffe, die ohne spezifische Bedeutung für 
die eigentliche Enzymwirkung sind, gehört auch die P^rhöhung der Beständigkeit'). 
Die Abtrennung der mit einem Enzym adsorptiv zusammenhängenden P'remdkörper 
hat einen Beständigkeitssturz oder -Verlust zur Folge, sei es in Eösungen oder an der 
Oberfläche anorganischer Adsorbentien. 

Die Enzymuntersuchungen unseres Eaboratoriums sind mit der Frage*) be- 
gonnen worden, ob den enzymatischen Wirkungen nur eigentümliche Dispersitäts- 
verhältnisse beliebiger Stoffe zugrunde liegen oder chemische Verbindungen von be- 
sonderer Konstitution. Die Dispersitätsänderungen, die dem Enzym bei dem tiber- 
gang vom Pilz in das Autolysat und in die Adsorbate und in die reineren Eösungen 
zugemutet werden, sprechen gegen die Annahme, daß die Dispersitätsverhältnisse 
das Wesentliche seien. Den enzymatLschen Wirkungen werden daher Stoffe von 
chemischer Eigenart zugrunde liegen. Aber ihre chemische Konstitution ist infolge 
der Unbeständigkeit verschleiert, die von der Reaktionsfähigkeit der aktiven Gruppen 
bedingt zu sein scheint. 


Experimenteller Teil. 

I. Verarbeitung frischer Neutralautolysate unter Mitführung und nachfolgender 
Ausfällung von Eiweiß. 

(T r\’i)tophanreiclies Invertin . ) 

A. Rasche Autolyse bei neutraler Reaktion. 

Für die Gewinnung der Invertinlösungen war bis vor einigen Jahren die sehr 
lang dauernde und vollständige Autolyse [267] der Hefe nach C. O’vSuijjvan und 
PI W. Tompson'] das gebräuchliche Verfahren; dem Enzym war die größtmögliche 
Menge von Begleit. stoffen beigemischt. Diese Methode ist durch einige Verfahren 
der beschleunigten Invertinfreilegung er.sctzt worden, die sich hinsichtlich der Acidität 
der entstehenden Autolysate von einander unterschieden. Entweder erfolgte die Auto- 
lyse bei der spontan auftretenden sauren Reaktion (p^^ 5,5 bis 4,5) oder unter Neu- 

^ R. WIIXSTÄTTICR, F. Hatjrowitz und F. Memmi-x, Die.se Zs. Jkl. 140, vS. 203 [1924]. 

‘) Ee.ständigkeitszuiiahiiie eine.s Kiizyiii.s während der Reinigung wird sich dann ergeben, 
wenn durch diese z. B. eine begleitende Frotea.se abgetreiint wird, welche auf die mit dem Knzyni 
assoziierten Peptide abbauend einwirkt. 

*) R. WieestäTTKR, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 3601 [19^-^]. 

'] Jl. Chem. 80c. Bd. 57, vS. S34 [1890]. 
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tralisation mit Ammoniak, Ammonpliospliat u. Ein solches Verfahren der raschen 
Autolyse (ohne Neutralisation) wurde zuerst von C. S. Hudson^ angewandt; es 
war aber in den europäischen Eaboratorien unbekannt geblieben. 

Die ohne Neutralisation gewonnenen Autolysate enthalten nicht mehr genuines 
Hefeeiweiß, da dieses bei der beträchtlich sauren Reaktion schon vor der Abtrennung 
der Heferückstände aus der Lösung ausfällt. Dennoch ist der Gehalt an Inhalts- 
stoffen der Hefe und ihren Abbaustoffen groß; die Freilegung des Invertins erfolgt 
unter den Bedingungen dieser Autolyse bei saurer Reaktion wenig auswählend, weniger 
als bei den Neutralautolysaten. Die letzteren weisen trotz ihres großen Gehaltes an na- 
tivem Eiweiß das Invertin in günstigerer enzymatischer Konzentration auf. 

Die verschiedenen Autolysate unterliegen bei längerem Aufbewahren gewissen 
\'eränderungen, enzymatischen Hydroly.sen, die namentlich die Proteine betreffen, 
wenn auch in den sauren Lösungen nicht die günstigsten Bedingungen für das Hefe- 
trypsin gegeben sind. Den größten Einfluß auf die Isolierung des Invertins gewannen 
unsere Beobachtungen über dieses Altern^ der Autolysate, da durch die langsam ver- 
laufenden Abbauvorgänge die Trennung des Enzyms von der Hauptmengc seiner 
Begleitstoffe wesentlich erleichtert wird. Die Adsorptionsmethoden mit Tonerde und 
Kaolin (I. und IV. Abh.) und die Reinigung mit Hilfe der Bleifällung (III. Abh.) 
[268] sind an gealterten Autolysaten durchgeführt worden. Die IMethoden für die 
Abtrennung der Fremdstoffe, besonders des Hefegummis, ließen sich nicht einfach 
von den gealterten Autolysaten auf frische übertragen. Die Fortschritte unserer 
früheren Arbeitsweisen werden aufs vSinel gesetzt, sobald andersartige Ausgangslösungen 
zur Verarbeitung kommen. Durch Adsor])tion mit Kaolin kann man Invertin von Hefe- 
gummi dann leicht abtrennen, wenn das Enzym mit den für die Milionreaktion ver- 
antwortlichen Begleitstoffen assoziiert ist; fehlen dagegen diese, so scheint das In- 
vertin hartnäckiger mit dem Hefegummi vergesellschaftet zu sein und dieser wird 
durch das Kaolinverfahren auch bei Wiederholungen schwieriger und weniger voll- 
ständig abgetrennt. 

Die Invertinpräparatc unserer I.. I\'. und V. Arbeit sind durch Adsorptions- 
verfahren im allgemeinen aus den l)ei saurer Reaktion gewonnenen (dann gealterten) 
Autolysaten hervorgegangen; nur für die mittels der fraktionierten Bleifällung ge- 
reinigten Präparate der III. Abh. waren (gealterte) Neiitralautolysatc vorzuziehen. 
Nun hat die Prüfung des Invertins auf die Eiweißreaktionen, namentlich auf die 
Milionprobe, neuerdings zu einer Änderung der ^lethode Anlaß gegeben. Es hat sich 
in der V. Abh. ergeben, daß Präparate aus frischen Autolysaten, gewonnen bei 
saurer Reaktion, die schwächste Milionreaktion zeigen; in der Fortsetzung jener 
Lntersuchung hat cs sich erwiesen, daß andererseits Invertin aus Ncutral- 
autolysaten, wenn auch gealtert, viel schwächere Milionreaktion zeigt, als Invertin 

^ C. vS. Hudson und II. vS. Paini-:, Jl. Am. Clicm. Soc. Bd. 32, vS. 774 [1910]; C. vS. Hudson, 
Jl. Am, Clicm. Soc. Bd, 36, S. i [1914]. 

^ Vgl. III. und IV. Äbli. 
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aus den bei saurer Reaktion gewonnenen Autolysaten. Deshalb sind wir dazu über- 
gegangen, Autolysate bei genau neutraler Reaktion (die früheren Neutral autolysate 
waren* immerhin gegen Ende der Darstellung etwas sauer geworden') und möglichst 
schnell zu gewinnen. Dadurch soll vermieden werden, daß im Raufe der Verarbeitung 
das Invertin sich mit den für die Milionreaktion verantwortlichen Eiweißabbau- 
produkten vergesellschaftet. Das Hefeeiweiß bleibt unter diesen Umständen in an- 
nähernd nativem Zustand im Autolysat und läßt sich bei raschem Arbeiten leicht 
und fast vollständig [269] ausfällen. Zu diesem hauptsächlichen Vorteil gesellt sich 
ein weiterer: man kann durch geeignete Wahl des Zellgiftes, am besten durch Hefc- 
vcrflüssigung mit Chloroform, die Autolyse so leiten, daß verhältnismäßig wenig 
Hefegummi in die Rösung mit übergeht. Im folgenden werden solche Neutralschnell- 
autolysate, die für unsere früheren Methoden nicht geeignet waren, auf zwei Weisen 
in frischem Zustand verarbeitet. Entweder so, daß die Eiweißstoffe zu allem Anfang 
ausgefällt werden, wie es schon J. Meisenheimkr, vSt. Gambarjan und R, vSkmper') 
bei der Verarbeitung von Hefepreßsäften*) gemacht haben (Abschn. II). Dies hat 
den Nachteil, daß das Invertin danach wenig gc.schützt und schon bei der Adsorption 
wenig beständig ist. Aus diesem Grunde ist eine zweite Arbeitsweise in den Vorder- 
grund getreten und soll hier zunächst behandelt werden. Eine Vorreinigung durch 
Alkohol wird zunächst vorgenommen, dann die Adsorption mittels Kaolin und erst 
danach die Beseitigung des leicht fällbaren, also noch wenig veränderten Proteins. 

Die Neutralautolyse wurde in der I. Abh. (vS. 54) so ausgeführt, daß man die 
frische Hefe nach Einträgen in das gleiche oder doppelte Volumen Wasser z. B. 
mit Toluol -|- Plssigester (50 ccm für i kg) verflü.ssigte und bald begann, die auf- 
tretende vSäure mit verdünntem Ammoniak abzustumpfen. Die Neutralisation wurde 
in den ersten Stunden oft und weiterhin am ersten Tage noch einige Male vervoll- 
ständigt; die Auflösung des Invertins erforderte 3 bis 4 Tage. Dieses Verfahren ist 
für die Gewinnung der säureempfindlichen Hefemalta.se ausgestaltet worden^) derart, 
daß man in den ersten Stunden der Autolyse ständig an der Pnnstellung der neutralen 
Reaktion arbeitete. 

Die Autolyse mit Chloroform führt nach den quantitativen Bestimmungen von 

R. WiLESTÄTTER und I'. Racke (Abh. R S. 52) [270] zu hefegummiärmeren Invertin- 
lösungen als die Anwendung anderer Zellgifte. Ergänzend wurde nun untersucht, 
wie sich die verschieden bereiteten Autolysate, nach der Vorreinigung durch Alkohol- 
fällung, Adsorption an Kaolin ('72-es.sigsaure Rösung, l Pk in 2 1 ) und Elution hin- 
sichtlich des Gehaltes an Hefegummi verhalten. Die Autolyse mit Toluol führte, 

^ Vgl. III. Abh. lJic.se Zs. Bd. 123, vS. i I1922], und zwar vS. <S. 

q Bioclieni. Zs. Bd. 5.:}, vS. iü8 [1913]. 

q K, BuchnjvR, II. Büchner und M. Hahn, Die Zyiiia.segärurig, München [1Q03], und 
zwar E. Büchner, vS. 21. 

3 ) R. WiEESTÄTTER, G. OPPENHEEMER und W. SteibÄET, Diese Zs. Bd. iio, vS. 232 [1920], 
und zwar S. 237; R. WiEESTÄTOR und W. »SteibeeT, Dic.se Z.s. Bd. i]$, vS. 199 [1921], und zwar 

S. 209. 
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wie die Tab. i zeigt, zu Invertin mit großem, die mit Chloroform zu Präparaten von 
geringfügigem Hefegummigehalt. Daher ist in allen folgenden Versuchen Chloro- 
form angewendet worden. 


Tabelle r. 

Einfluß der Zellgifte auf den llefeguniinigehalt vuii gereinigtem Invertin. 


^ 



5 ' 


ß •'J3 - 

S.w. 

Hefe 

ZdlKift; für i ki; Hefe 

Dauer der 
Autolyse 

N d 

■2-1 
: d. y ' 

.\ulolys. 

.2 «W 

" 'S a 

1« 



1 

So 






•Sä 


v-S 0 



: Std. 

< 


ß 


I 0,00.^05 i 

1 50 ccm 'roluol 

7 

2*^ 



JO 

'^7 

0,006 Sc; 



.51 

IO(> 

o,(,x) 877 .sehr stark 

j o.ooyji 

1 50 ccm 'l'oluol 

6,5 

^>2 




113 

o,(X)666 

3 0,0034] 

mit 150 ccm Toluol verfl. ; 60 ccm Chloroform 

<S 

76 


zuge,setzt 

14 

02 



J 5,5 

1(X) 

: o.ooOjS ' mittelstark 

4 0,00341 

mit 66 ccm Chloroform verfl.; dann j 50 ccin ' 

7-5 

7.1 

i 

Toluol zugc.setzt 

2 1 

64 

, o.(j(_)671 I 

3 0,00305 

1 50 ccm Chloroform 

3 

-.1 

j 


! 

-’4 

7.1 

0,00887 



4S 


0,0100 schwach 

0 0,00341 

66 ccm Chloroform 

^.5 

•13 




■D 

74 

0,00775 gering 

7 o,(.)o6<Stj 

( 75 ccm Chloroform 

1 

4b 




40 

SO 






' 0,0161 



.SS 

67 



[271] Die Dauer der neutralen Autolyse nach Chloroformverflüssigung war nach 
den Versuchen der Tab. 2 von der Älcnge des Zellgiftes, wenn sie nur ausreichte, un- 
abhängig; sie betrug auch bei großen Chargen einen bis zwei Tage, während das gewöhn- 
liche Autolysenverfahren bei saurer Reaktion mit unserer Brauereihefc vier bis sieben 
Tage beanspruchte. Dem in der I. Abh. beobachteten Knzymzuwachs sind wir hier 
auch mehrmals begegnet. P's kamen Ausbeuten von 114 und 136% freigelegten In- 
vertins vor, während in häufigeren Fällen die Ausbeute mit der in der angewandten 
Hefe bestimmten Invertinniengc annähernd übereinstimmte. 

Tabelle 2. Verlauf der Ncutralautolyse mit Chloroform. 


.s.w. 

Hefe 

Clilurof onii - 
nieiiije für i kj; 

ecin ' 

Dauer der 
.\ntolyse 

.Std. 

.\usbeutc. 
Pro/., des 

: Hefeinvertins I 

s.w. 

.\utolysat 

0,00380 

! 600 

7 - 2 

' 64 



, 

.1 1 

48 

7 ’ 

63 

0.(M)87 I 

0,(20380 

; 1 .16 

3 




1 

24 

73 



■iS «5 


0,0100 
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Tabelle 2 . 

(Fortsetzung.) 



s.w. 

i Chloroform- 

Dauer der 

Ausbeute, 


Nr. 

Ill'fo 

j nicnRe für i kg 

Aiitolysc 

Proz. des 

s.w. 



i ccm 

Std. 

Hefeinvertins 

Autoly.sat 


o,(X)38o 

7 5 

18 

49 




1 

26 

67 




j 

40 

89 

0,0101 

4 

0 ,(X )329 

1 75 

>7 

5«8 





-\5 






41 

97 





7 “ 

! 97 

0,008 1 1 

5 

0.003 ' 7 

70 

8 

4 .t 





20 ! 

83 i 





-8 : 

90 1 

0,01 l6 

6 1 

0,00380 

! 66 ; 

8 j' 

88 




! 1 

-’4 ! 

114 





48 1 

1 36 

0,0081 ? 

7 

0.00270 

' 60 

17 ' 

68 ! 



-4 <So 

110 r),()()705 

[272] Die angewandten Bierhefen waren im Invertingehalt, wie die folgenden Bei- 
spiele lehren, durcLschnittlich weniger günstig als in den \’orjahren. 


Zcitwerle der Löweiihräuhefe. 

(Trockengewicht diirt'h.sclinitllicli 25 %.) 

iVIfii J02J? . 

Jmii 1923 . 

Oktober 1923 . 

Noveiiilfcr 19J3 . 

Dezenilfcr 1923 . 

Januar 1(7:1 . 

l'eljruar 1924 . 

Juni 1924 . 

Juli i(>24 . 

Damm begannen wir \-on den sehdnen Methoden Gebrauch zu machen, ilie 
H. y. Euler' und seine Mitarbeiter .sowie J. Mkiseniieimek, St. Gambarjan und 
E. Semper’ einfuhrten, um die flefe durch geeignete Führung invertinreicher zu 
machen. In den großen Hefechargen stieg, wenn wir sie einige Tage in 2proz, Zucker- 
losung unter Zusatz von Niihrsalzen und unter Bewegung mit I.iift auf jo" C hielten 
der Invertingehalt vom Zeitwert 360 auf 143. von 315 auf 130 und 116, von 333 
auf 127 an. 


.^' 4 . 

817 


28.4, 

290. 

236 


890 


-’ 9 .b 

“ 98 . 

263 

87 D. 

84 <> 


yn, 

268, 

448 

.570. 

84 < 8 , 

442. 

360, 

870 , 


88-- 

8 ' 5 



Beispiel der Autolyse \ 

12 kg frische Hefe (170 S.E.) verarbeiteten wir in 2 Chargen. Je 6 kg wurden 
in einem Stemzeugtopf mit 360 ccm Chloroform mittels starker Holzstäbe innig ver- 


^ r - 'r 'i' li'l- -»7. «• II0I9]. und zwar S. eSO; Bd. ,00 
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mischt und geknetet. Schon nach 5 Minuten wurde bei ununterbrochener Bearbeitung 
die Hefeniasse breiig und in weiteren 5 Minuten bei fortdauerndem Rühren flüssig. 
Nach IO bis 20 Minuten war die Verflüssigung weit fortge.schritten ; man versetzte 
die Hefe mit dem gleichen Gewicht Wasser und neutralisierte sie unter ständigem 
Rühren mit verdünntem [273] Ammoniak. Die ausgeschiedene Säure war haupt- 
sächlich rhosphorsäure. Dann ließen wir unter steter Bewegung der Flüssigkeit 
mit einem Rührwerk die Autolyse bei Zimmertem])eratur weitergehen und stellten 
in kurzen Zwischenräumen durch Neutralisieren auf Rackmus /)„ 6,5 bis 7 ein. Die 
produzierten Säuremengen differierten bei den einzelnen Hefeproben, wie die folgenden 
Beobachtungen über den Ammoniakverbrauch in 2 Fällen zeigen. Nacli 6 bis 8 Stunden 
war die Säurebildung entweder beendet oder sehr verlangsamt. 

j 13 20 35 50 70 90 120 170 240 300 360 Minuten nach (1er Autülyse 

14,5 7,6 4,5 3,1 2,3 1,8 1 I 0,6 0 0 ccin loproz. Ainnioiiiak für 1 kg Hefe 

15 25 40 85 110 T40 170 260 420 von 5<x) bis i2(X) Minuten nach Beginn der Aiitolyse 

12,2 2,2 2 2,2 2 1,5 1,2 1,1 1,1 2,3 ccin loproz.Aininoniak für 1 kgHele 

Die Autolyse durfte nur so lange fortgeführt werden, wie es die Freilegung des 
Invertins erforderte, gewöhnlich 48 Stunden. Nach beispielsweise 8, 24 und 30 bis 
48 Stunden wurden Proben von 20 ecm herausgenommen, durch Zentrifugieren und 
Filtrieren auf gehärtetem Papier von Zellen befreit und zur Bestimmung (mit 5 bzw. 
dann 2 und schließlich i ccm) der Vergleichszeitwerte verwendet, um die Ausbeute 
in Prozenten vom Invertingehalt der Hefe zu ermitteln (vgl. Tab. 2). 

Das Autolysat trennten wir schließlich in einer großen Zentrifuge von den Hefe- 
rückständen ab und klärten die Flüssigkeit vollends durcli schnelles Filtrieren unter 
Zusatz von etwas Kieselgur auf einer Reihe großer Filter. Die praktische Ausbeute 
betrug in unserem Falle 15 1 nur schwach gefärbtes Autolysat mit einem Gehalt von 
III E., d. i. 68% vom gesamten freigelegten Invertin. 


B. Vorreinigung durch Alkoholfällung. 

Die Fällung durch Alkohol war unentbehrlich (V. Abh., S. 210), um die frischen 
Neutralautolysate für die Kaolinadsorption geeignet zu machen ; adsorptionshemmende 
[274] Eiweißabbauprodukte blieben in der 5üproz. alkoholischen Mutterlauge zurück. 
Bane Schwierigkeit bestand aber darin, daß die Operation namentlich in großen Chargen 
bei ihrer unvermeidlichen Dauer von 20 bis 30 Minuten erhebliche Verluste an Enzym 
verursachte; in den Versuchen i bis 6 der Tab. 3 betrug die Ausbeute im Nieder- 
schlag nur 29 bis 66%. Die Mutterlaugen enthielten kein Invertin, die Fällung war 
dank den Begleitstoffcn, Proteinen, Hefegummi und Phosphat, vollständig. Aber ein 
Teil des Enzyms fehlte und die Größe dieses Teils war abhängig von der Zeitdauer. 
Es gelingt, diese Enzymzerstörung zu vermeiden, wenn die Fällung aus angesäuerter 
EÖsung, 4^:5 bis 4,8, vorgenommen wird. Die.se saure Reaktion wird mit pri- 
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märem Phosphat oder besser mit [275] Essigsäure so eingestellt, daß eine eben sicht- 
bare Trübung die beginnende Fällung der Kiweißkörper anzeigt. 

In den Versuchen der Tab. 3 sind nach der angegebenen Zeitdauer der Berührung 
mit Alkohol die mittels der Zentrifuge isolierten Fällungen sofort mit Wasser, worin 
sie sich nicht klar lösten, gut verrieben worden, um in der Suspension das noch vor- 
handene Invertin quantitativ zu bestiniiiieii. 


Tabelle 3. Invertinausbeutc bei Fällung mit Alkohol (neutral und sauer). 


Xr. 

Autolysat 

ccin 

Zusatz 

Pii 

Dauer der 
Einwirkung 
des Alkohols 

.Min. 

Ans. 

.S.K. 

In Susp. gel. 

! Proz. 

S.E. 

aiiR. 

Inv. 

I 

50 ■ 


6,8 

23 

0,548 

0,201 

53 

2 

75 'j 


6,8 

20 bi.s 2 3 

8,20 

545 

f)() 

3 

455 

- 

7." 

23 ., 3 ^) 

3,01 

1 ,60 

41 

4 

500 


7 ,<» 

.^0 35 

4,31 

1 , 26 

2() 

5 

5 (.K> 


7,0 

3 ^ * ■ • 35 

4,21 , 

1.3^ 

3 - 

() 

■;o() 


6,8 

23 .. 3 ‘' 

4,85 

2,33 . 

48 

7 

3 « 

2 ccm 0,1 pro/,. Ammoniak 

8,3 

1 2 

0,291 

0,010 

3 o 

s 

2 5 


6,8 

25 

0,203 

<>455 

76 


-5 


6,8 


0,203 

0,1 66 

82 

U) 

25 

— 

6,8 

f ) 

0,203 

0,1(78 

08 

1 1 

25 

I ccm 2oproz. prim. Plio.sph. 

5' 5 


0,203 

0,162 

80 

12 


3 ,, 

4,8 

12 

0,203 

1>4 03 

95 

13 

-5 

1,2 ccm “/,-F.s.sig.säurc 

4.5 

12 

0,203 

0,208 

102 

14 

25 

1,2 

4-5 

23 

0,203 

0.198 

08 

I 5 

5 *’ 

i 3,3 .. 


20 

0,300 

‘>.356 , 

92 

16 

66fX) 

; 3 «> 


20 bis 30 

5 f >,5 

.sO,I 1 

9<1 

17 

1 5 (J(.)O 

3 -’^^ ■■ 3 ”- 


20 , , 30 

Ml 

104 

9 1 

18 

4200 

150 


20 ,, 30 

72,5 

72,0 

<;o 


Versuch Nr. 7 zeigt die fast volfständige Zerstörung des Invertins bei Anwendung 
ganz schwach ammoniakalischer Lösung; die \T‘r.siiche Nr. 8 bis 10 zeigen die Ab- 
hängigkeit der Zerstörung von der Operationsdauer beim Fällen aus neutraler Flüssig- 
keit, Nr. ir bis 18 die schützende Wirkung des Säurezusatzes. 

Die aus 50proz. Alkohol erhaltenen Niederschläge waren viel geringer als aus 
den bei saurer Reaktion gewonnenen Autolysaten. Man zentrifugiert sofort; die Aus- 
flockung von Eiweiß dauert fort, die zentrifugierten Lösungen trüben sich, aber die 
erste Fällung enthält schon alles Enzym'. 

Für die weitere Reinigung des Invertins mit Kaolin darf die Fällung nicht in 
Wasser, noch weniger in alkalihaltigem Wa.sser aufgelöst werden. Sonst geht zu viel 
von den Proteinen mit in Lösung, so daß die Adsorption an Kaolin gestört würde 
(s. Tab. 12, Nr. 14). Der Niederschlag wird bes.ser mit bestimmten Mengen "/loo- bis 
750-Essigsäure ausgezogen, wobei ein Teil der Proteine zurückbleibt, ein anderer Teil 
in den nicht einmal sauer reagierenden Auszug mitgeführt wird. 

Beispiel: Die Fällung mit Alkohol wurde bei Verarbeitung großer Mengen Auto- 
lysat, z. B. von 15 1 , enthaltend iii P^, in einzelnen Anteilen ausgefülirt, wie sie sich 
' Vgl. n. V. LuU'R und K. Joskphson, Cliem. Fcr. Bd. 55, vS. 446 (1923], und zwar S. 449. 
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mit unserer Zentrifuge bewältigen lassen. Je 1,4 1 Autolysat versetzten wir mit 30 ccm 
3n-Kssigsäure bis zu beginnender Trübung und fällten mit 1,43 1 QÜproz. Alkohol. 
Den Niederschlag, der anfangs fein ist und bald grobflockig wird, trennten wir während 
höchstens einer halben Stunde in der Zentrifuge [276] von der Mutterlauge und ver- 
rieben ihn mit 0,7 1 '750- Essigsäure. Schließlich wurden die vereinigten Chargen, 7,5 1 , 
durch möglichst scharfes Zentrifugieren von den unlöslichen Anteilen getrennt, und, 
wenn die Lösung noch nicht ganz klar war, durch Zusatz von Kieselgur und Filtrieren 
vollständig geklärt. So gewannen wir 104 K., also 94% vom angewandten Invertin, 
dessen Konzentration von S.W. 0,00794 auf 0,0307 gestiegen war. 

C. Kaolinadsorption und darauffolgende Kiweißausf ällung. 

Das Invertin nach der Reinigung durch Alkoholfällung ließ .sich, wenn man es 
vollständig auflöste, vom Kaolin nur mit einem für präparative Zwecke zu ungünstigen 
AdsorptioiLSwert von 0,033 bis 0,036 bei einem Adsorptionsgrad von 17 bis 18% 
adsorbieren. Fällt man aus einer solchen Lösung mit Schwefelsäure und Calciuni- 
chlorid das Protein teilweise aus, oder einfacher, löst man aus der Fällung das Invertin 
durch essigsäurehaltiges Wasser nur zusammen mit einem Teil der Proteine heraus, 
so steigt der Adsorptionswert des Kaolins sogar bei vollständiger Adsorption auf so 
günstige Werte (0,08 bis 0,14) wie bei der Anwendung gealterter Autolysate. Die 
Adsorption verläuft am besten bei einer Acidität von "/2-Essigsäure und einer Ver- 
dünnung von I E. in 400 bis 600 ccm. Unter diesen Umständen fällt das Eiweiß 
vor dem Einträgen des Kaolins aus und wird von diesem aufgenommen, während 
es bei großer Verdünnung störende Pmiulsionen verursacht. In der Mutterlauge 
bleibt viel Hefegummi zurück. Am Kaolin (bis zur Elution mit 0,05 proz. Ammoniak) 
gewährt dann das Eiweiß dem Invertin einen wichtigen vSchutz. Man erreicht infolge- 
dessen beim Eluieren Ausbeuten von mindestens 80, oft über 90%, also (vgl. Tab. 4) 
viel mehr als sonst bei jungen NeutralautoE'saten und sogar mehr als bei der Ver- 
arbeitung gealterter Autolysate. 


Tabelle 4. 

Kaolinclutioiisausbeuten bei verschieden vorbeliaiidelten A iitolysateii. 
(Ang. mit konz. Salzs. l>eli. Kaolin.) 


Nr. 

Art des 
Autolysates 

VorbehandluiiK 

Acidität 

Verd. I H. in 
ccm 

niutious- 1 
: ausbeute 

[ 

Zitat 

I 

frisch ; 
sauer 

Lnteiw. m. Kiscnsalz | 

n/:o-L.S.sig.S. 

1 

S(XX) 75 

V. Abh., Tab. 4, 
Nr. II 

2 

gealtert ; 
sauer 

keine 

1 

»/:o-L.s.sig.s.' 

.S(XX) 

63 

V. Abh., Tab. 5, 
Nr. 4 

3 

frisch ; 
neutral 

Lnteiw. in. Schwefels. ; Alk.- 
Fällg. 

«/4- his "/j- 
Ivssigs. 

2000 bis 50CK)i 40 bis 62 

vorl. Abh., Tab. 14 

4 

frisch ; 
neutral 

Alk.-Pällg. ohne Lnteiw. 

'V:-Lssigs. 

j 2000 

! IfXJ 



; frisch ; 
neutral 

Alk.-Fällg. ohne Lnteiw. 

«/:-Lssigs. 

! 500 

! «7 

1 

1 


766 


R. WlIXSTÄTTKR und K. SCHNIvIDKR: 


Aus der Elution, die dafür zu einem Gehalt von etwa 30 bis 55 K. in 1 1 eingeengt 
werden muß, wird durch Ansäuern mit Schwefelsäure unter Zusatz von Calcium- 
chlorid miteluiertes Eiweiß abgeschieden. Es ist, wenn man die frischen [277] Auto- 
lysate so rasch wie möglich den beschriebenen Operationen unterzieht, noch so wenig 
verändert, daß es zum größten Teil ausfällt. Mit Rücksicht auf die Säureempfindlich- 
keit des Invertins muß die erforderliche Säuremenge genau ausprobiert werden. 

Beispiel : 98 S.E. Invertin in “/so-essigsaurer Eösung aus der Alkoholfällung unter- 
warfen wir in 5 Anteilen der Adsorption. 20 E. in 1680 ccm versetzten wir mit 2,4 1 
Wasser und 3,33! 3 n-Essigsäure und trugen in die stark getrübte Flüssigkeit 610 ccm 
Suspension von salzsäurebchandeltem Kaolin (134 g) ein, so daß die Adsorption 
bei einer Verdünnung von i S.E. in 500 ccm "/-^-Essigsäure geschah. Die Suspension 
wird so rasch wie möglich auf einer breiten Steinzeugnutsche mit doppelter Lage 
Filterpapier abgesaugt, was nicht mehr als 5 Minuten dauern soll. Die Restlösung 
enthielt noch 1,22 E., der Ad.sorptionswert hat also 0,14 betragen. Nach dem Aus- 
waschen trugen wir das Adsorbat in Porzellanschalen ein und verrührten es, um zu 
cluieren, mit 1,5 1 o,o5i)roz. Ammoniak. Die Elution wurde auf mehreren Nutschen 
durch gehärtete Filter gesaugt und mit Essigsäure neutralisiert. In diesem Zustand 
sammelte man [278] die ganze Menge. Aus den angewandten 98 E. erhielten wir 
bei einer Elutionsausbeute von 87% 80 vS.E. Die gesamte Flüssigkeit dampften wir 
im Vakuuniapparat bei 13 bis 14° auf 1,57! ein. 

Die für die EiweißausfäUung erforderliche Säurenienge ergab sich beispielsweise 
aus folgenden Vorproben : 

1. 5 ccm der eingeengten Klutioii (0,250 F.) wurden mit i ccm 2oproz. CaCb und mit 0,2 ccm 
” s*Il2vS04 versetzt, durchgeschüttelt und rasch zentrifugiert. Nach liöchstens 4 Minuten koimte 
die von der Fällung getrennte Lösung mit einem weiteren Tropfen vSchwefelsäure geprüft werden. 
Sie trübte sich; die vSäure hatte also nicht gereicht. 

2. Kme gleiche Probe wurde mit 0,4 ('cm versetzt. Fin Teil der zentrifugierten 

Idü.ssigkeit bliel) mit Schwefelsäure klar; ein anderer Teil, mit etwas CaCO^ neutralisiert und 
(|uantitativ beslimmt, enthielt 0,185 F. ; also Fnzyni Verlust 25% durch vSäurewirkung. 

5. Fbeaso mit 0,3 ccm 'V:-H:S04; ebenfalls klar auf vSäurezusatz. Die Ausbeute, bei idealer 
I'iltration, betrug 0,222 Iv, der Verlast 1 r %. 

4. Mit 0,25 ccm Ausbeute 0,24.} Tv., also 2% Verlust. 

Die Ausfüllung von Eiweiß nahmen wir in vielen (13) Anteilen vor, um die Ver- 
suchsdauer tunliclnst abzukürzen und Invertinzerstörung durch die Säure zu ver- 
meiden. Je 120 ccm (6 S.E.) versetzten wir mit 24 ccm 20proz. CaCb-Lösung, wo- 
durch eine .starke Trübung entstand, und mit 6 ccm "/2-Schwefelsäure, die eine dichte, 
sich zusammenballende Proteinfälhing erzeugte. Mittels einer kleinen, sehr rasch an- 
und auslaufenden Zentrifuge trennte man die Enzymlösung vom Niederschlag und 
neutralisierte sie spätestens 5 Minuten nach Versuchsbeginn mit einer kleinen Menge 
gefällten Calciumcarbonats. Das gesamte I'iltrat enthielt 72,0 E., also 91%; die 
Ausbeute wäre ohne das Zurückbleiben von Invertinlösung in der abzentrifugierten 
Eiweißfällung quantitativ gewesen. Nach Einengen im Vakuum auf 510 ccm und 
zweitägiger Dialy.se betrug die Ausbeute 65 S.E. 
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In diesem Beispiel (Nr. i, Tab. 5, ähnlich Nr. 2 und 3) ist das Invertin allein 
durch die Ausfällung des durch das Kaolin niitgeführten Proteins 5,6 mal konzentrierter 
geworden; der Saccharasewert betrug 1,08 (Zeitwert 0,93). Das Ergebnis war durch 
Anwendung invertinreicher Hefe (Zeitwert 145) zu [279] übertreffen. Der Adsorptions- 
wert des Kaolins war dann viel günstiger, nämlich 0,30. Die vSaccharasckonzcntration 
stieg vom Zeitwert 62 des Autolysates bei der geschilderten Reinigung auf 1,79 (Zeit- 
wert 0,56; Nr. 5 der Tab. 5). Alle diese Präparate gaben starke Hefegummireaktion, 
während die ]\Iillonreaktion negativ und die Ninhydrinprobe schwach ausfiel. 


Tabelle 5. 

Invertin nach der Alkoholfällung, Kaolinadsorption und Tvnteiweißung. 


Nr. 

Au(c)ly.<, 

SaccliiinistH'i iihei t cn 

i T,ösg. aus der Ads. an 

.Clkühülfällung Kaolin 

Kluiert aus 
Kaolin 

s.\ 

eiwcißluiUiK 

V. 

j vom I'awciü 
befreit 

I 

I I I 

i 104 

02.0 

80 

o,ro2 

‘ I ,oS 

2 

31 

i 28 

26.6 

2 I-.S 


1,00 

3 

21 ,4 

1 17.3 

16,7 

15.5 

0,177 

0,085 

4 

3.27 

2,84 

2,20 

1,08 

0, 1 50 


5 

.Vbi 

48.8 

42.0 

33/;» 


1 ,79 


D. Tonerdeadsorption bis zur (Irenze des Leistungsvermögens. 

Die beschriebenen Invcrtinlösungen aus frischen Neutralautolysaten dienten als 
Ausgangsmatcrial für Adsorption durch Tonerde mit dem Ziel, das Enzym möglichst 
vollständig von seinen Begleitstoffen zu trennen. Dabei ist zu beachten, daß der 
Saccharase noch andere Kohlehydrate spaltende Enzyme beigeniischt sind und daß 
alle diese Enzyme auch Zersetzungsj)rodukte (inaktiviertes Pjizyni) und Vorstufen 
enthalten können. Die Adsorptionsmethode ist nämlich bis jetzt nur wenig für die 
Trennung des Enzyms von diesen nächst verwandten vStoffen ausgebildct worden. 

Die Adsorptionsmethode wird im folgenden öfters so gehandhabt, daß eine Frak- 
tionierung erfolgt, nämlich so, daß ein Teil des Enzyms mit Tonerde weggenommen 
und die Restlösung für sich weiter verarbeitet wird (VoradvSorption). Zumeist wird 
aber die Hauptmenge (80 bis 90 % des Enzyms) des Invertins aufgenommen und voll- 
ständig oder fraktionell weise cluiert. l'ür alle Versuche diente ein und dasselbe Prä- 
parat [280] des Aluminiumhydroxyds C. In einigen Fällen erfolgte die Adsorption 
aus neutraler Lösung, zu allermeist in schwach saurer Lösung, in diesem Falle, über- 
einstimmend mit unseren früheren Angaben, mit höheren Adsorptionswerten. 

Ini Einklang mit den voranstehenden Angaben von H. Kraut und E. WjvNZEu 
fanden wir maximale Adsorptionswerte bei /),i * 5,0 und den Verlauf der Adsorptioms- 
werts-/>jj-Kurve steiler werdend bei zunehmender enzymatischer Reinheit des In- 
vertins (Abb. i). Die geeignetste Verdünnung, um mit maximalen Adsorptions- 
werten zu adsorbieren, war von Fall zu Fall zu ermitteln. Die rechte Verdünnung 
war bei der erstmaligen Anwendung der Tonerde 25000111 für i S.E., bei höherem 
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50 \ 


\20 


10 \ 


0 


r\ 

! \ 

: \ 



— ^ P/y 


5 


S.W. 3,33; 0,63 IHR Al, 0 , für 0,050 E. 

S.W. 1,93; 1,25 mg AljOj für 0,050 E. 

S.W. 0,985; 5,5 mg A 1 , 0 , für 0,050 E. 

Abb. I. A.W.-/>n-Kurvcn für Präparat B in 
3 Reinheitsstufen in der Verdünnung von 
1 B. in 5(x) eeni. 



V'crd. I E. in 5000111; 0,425 mg Al^Oa für 0,050 E. 

Vord. I E. in 50000m; : mg Al^Os für 0,050 E- 

Abb, 2. A.W.-/>H-Kurven für Präparat A 
nach der ersten Tonerdeads. (vS.W. 2,43) in 
Verdünnung i ; 50 und i : 500 ccm. 


Reinheitsgrad dagegen war der Adsorptionswert in konzentrierter Lösung größer 
(i K. in 50 ccm). Die Abb. 2 und die [281] Kurven lila und Illb der Abb. 5 zeigen, 
daß ein Präparat vom Zeitwert 0,41 bzw. 0,44 mit Adsorptionswert 78 bzw. 98 aus 
der konzentrierteren, mit Adsorptionswert 37 bzw. 72 aus der 10 mal bzw. 5 mal ver- 
dünnteren Tvösung adsorbiert wird. Der vSinn dieses Unterschiedes wird in der voran- 
stehenden Abhandlung von PL Kraut und E. Wenzee eingehend erläutert. Der Grund 
dieser Erscheinung beruht zum Teil auf dem wechselnden Adsorptionsverhaltcn der mit 
dem Invertin nicht zusammenhängenden Begleitstoffe. P's wird zudem bei der Erklärung 
zu berücksichtigen sein, daß im Falle der rohen Enzymlösung in verdünnter, namentlich 
saurer Lösung erfolgende hydrolytische Dissoziationen adsorptiv locker zusammenhän- 
gender Gemische von Enzym und Fremdstoffen eine Rolle spielen, während im reineren 
ZiEstand durch die Verdünnung und den Zusatz von vSäure auch ein Zerfall der adsorptiv 
enger verbundenen vSysteme von Invertin -|- Koadsorbentien eingelcitet werden kann. 

Die Adsorptionswerte sind, wie einige Beispiele in der Tab. 6 zeigen, im Ver- 
gleich zu den früheren hoch gesteigert worden. vSie sind 6- bis 7 mal höher als die 
besten in unseren früheren Arbeiten. Diese Werte haben natürlich nicht die Bedeutung 
von Konstanten; sie sind ja ungemein abhängig von der vSorte und Beschaffenheit 
der Tonerdepräparate, außerdem von den Bedingungen der Adsorption. Das Altern 
unserer Tonerde C im Laufe von 7 Monaten schien indessen keinen beträchtlichen 
Einfluß zu haben; das Adsorbens ist nur immer wieder mit Glaskugeln auf der Maschine 
geschüttelt worden. Die Umstände, auf denen die Verbesserung der Adsorption, 
nämlich die vSteigerung der Adsorptionswerte beruhte, waren: zunehmende Reinheit 
der Präparate, Anwendung der jeweils geeigneten Verdünnung und optimalen Acidität. 

Es ist allerdings zweifelhaft, ob für die präparativen Zwecke die Erzielung opti- 
maler Adsorptionswerte durch geeignete Acidität so vorteilhaft ist. Es mag sein, 
daß die Adsorption bei weniger günstigem /)„, also mit der dann erforderlichen größeren 
Tonerdemenge, mehr auswählend vonstatten geht als bei optimaler Acidität. 
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[282] Tabelle 6. Adsorptionswerte der Tonerde für Invertin verschiedener Reinheit. 


Nr. 

Autoli'sat 

Vorbehandlung ! 

s.w. 

1 

Aci-Ulat 

Vcnl. 

\ K. in ' 
ccm 

Ads.- 

l'.TUd 

A.W. , Zitat 

I 

frisch ; sauer 

frisch; sauer 

keine 

keine 

1 

C 0,0066 

-.0,0066 

.schwach 

sauer 

.schwach 

sauer 

(28%Acet()n,> 



0,17 I. Abli., vS. 67 

0,74 f- Al)h., vS. 67 

3 

sauer ; 

6 Wochen 
gealtert 

Kaolin ohne Aceton 

1 

V o,{jo66 

äußerst 

schwach 

sauer 

3000 

07 

1,2 IV.Abh., 

Tab. I, Nr. 16 

4 

sauer ; 

6 Wochen 
gealtert 

Kaolin mit Aceton i 

1 

1 

< 0,0066 

äußerst 

schwach 

sauer 

4500 

7S 

4,3 IV. Al)h., 

j /lab. 1, Nr. 19 

3 

sauer; lang 
gealtert 

Kaolinadsorption | 


schwach 

.stiller 

1 400 

04.5 

' 19,5 TV. Al)h., 

Tab. I, Nr. 28 

6 

frisch ; sauer 

eine Tonerdefraktio- 
nierung 

2,7 

neutral 

40 

05 

17,0 \ 7 Abh., Tal).i3, 
Präp. A’, 

7 

sauer; lang 
gealtert 

niehrnialige Tonerde- 
fraktionierung 

3.7 

"Ao-Ivs- 

sigsiiiiri- 

40 

77 

30,0 V. Abh.,Tab.i I, 
Präp. A'7 

8 

neutral ; 
frisch 

Alkoholfällg. , Kaolinads., 
eiiteiweißt, Tonerdeads. 

-b 43 

VS- 

sigsäure 


90 

77 diese Abh., 

Präp. A 

9 

ebenso; in- 
vertinreiche 
Hefe 

Alkoholfällg., Kaolinads., 
enteiw., 3 Vorads., 2 Ads. 

4,20 

'•;.oo«-Fs- 

.sigsäure 

57 

«4 

i2<> die.se Abh., 

Präp. D 

IO 

neutral ; 
frisch 

Alkoholfällg., Kaolinads., 
enteiw., 4 Vorads., 2 Ads. 

3.37 

"/lOoo-Fs- 

sigsäure 

61 

86 

162 diese Abh., 

Präp. C 

T I 

i ebenso 

ebenso -f i Ads. 

4-75 

'Viooo'lVS- 

■ sigsäure 

50 

93 

196 die.se Abh., 

1 ! Prä]). C 


[283] Unsere präparative Anwendung der Tonerdeadsorption war eng verbunden 
mit der Untersuchung über Enzymadsorption von H. Kraut und E. Wknzfj/, deren 
erster Teil vor einigen Monaten veröffentlicht wurde und deren Fortsetzung die voran- 
stchende Abhandlung enthält. Die Adsorptions- 
methode wird nämlich durch Prüfung der Ad- 
sorptionskurve des Invertins in jedem Rcinheits- 
ziistand vom Autolysat bis zum Ende so geleitet, 
daß sich das Adsorptionsverhalten mehr und 
mehr und schließlich fast ganz dem eines ein- 
heitlichen vStoffes nähert. Einen solchen Fall 
xeigt die Abb. 3. vSie gibt die Adsorptionskurve 
eines unserer Invertinpräparate wieder vom 
vSaccharasewert 2,14 (Zeitwert 0,47) nach Vor- 
adsorption und erster und zweiter Tonerde- 
adsorption (Präp. A der Tab. 8). Bei den letzten 

Vornahmenist eine Wirkungseinbuße von 39 % erfolgt, ohne welche der vSaccharase- 
wert 3,58 gewesen wäre. Eine so schöne Form der Adsorptionskurve ist indessen 
‘ Diese Zs. Bd. 133, S. i [1923/24]. 

Willstulter, Rnzyme. “1^ 



lUK li 2 TononU ads. mid .v.) Troz. 
Verlust. 

nach I T(tnoi<lcad. 

0 Verdiinnuni’ i Iv. in 5« raaii. 
o Verdünuunf' i 1',. in loo cctti. 

• Verdümmnj; i Iv. in zno ccm. 

7 2 J V } f ^ 9 fff f/ f2 fj fS ff 

Abb. 3. AcIsorptioiLskurveii von Prä- 
parat A in 2 Reinigimgsphasen. 
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bei wiederholter Anwendung der Tonerdeadsorption nicht ininier erreicht worden. 
Das beste Präparat dieser Gruppe, ein aus invertin reicher Hefe stammendes Prä- 
parat vom vS.W. 6,67 (Zeitwert 0,15), das durcli Voradsorption, Adsorption, erneute 
Adsorption und dritte Adsorption gereinigt wurde, ergab nach 11% Verlust (beim 
dreitägigen Aufbewahren) eine Adsorptionskurvc, Abb. 4, die noch abtrennbare Bei- 
mischungen anzeigt. Ebenso war auch an dem bc.stcn Präparat der V. Abhandlung 
(Tab. II, Präp. gy, vS.W. 5,35) nicht das Adsorptionsverhaltcn [284] eines reinen 

vStoffcs beobachtet worden, ein Ende 
der systematischen Anwendung des 
Adsorptionsverfahrens also nicht er- 
reicht h 

Die Adsorption mit Tonerde such- 
ten wir also derart anzuwenden, daß 
das Ende der Wirkung des Adsorbens 
erreicht wurde. Die Begleitstoffe (wie 
Ilefcgummi, die Ninhydrinreaktion ge- 
benden Stoffe und andere), die nach 
Adsorptiotiskurvenvon l>räp.D(S.\\’.6,(;7) dieser Methode überhaupt in irgend- 
unil Präp. gs (Abli. V', Tab. ii, S.W. 5,45). einem Falle abgctreiint werden konnten, 

müssen in jedem Beispiel abgetreimt 
werden. Der Zeitwert muß in jedem Fall so weit gesteigert werden, als es mit dem 
gegebenen Material von Hefeautolysat nach die.sem Verfahren möglich ist. Die Ad- 
sorptionskurve soll sich der eines einheitlichen vStoffes annähern. Ist aber dieses 
Ziel erreicht, so zeigt es sich, daß das Invertin dennoch von der Panheitlichkeit eines 
reinen Stoffes weit entfernt ist. Dieselbe Kritik ist geboten, wenn mit der Adsorptions- 
methode analoge Erfolge bei den aktiven vStoffen der Heilseren oder z. B. bei der 
Reinigung von Insulin angestrebt werden. Die gefundene Adsor])tionskurve ist 
nämlich nicht die des Invertins, sondern die eines invertinführenden Begleitstoffes, 
genauer die eines Aggregates, bestehend aus Invertin und den ihm am nächsten ver- 
wandten Stoffen (wie andere Enzyme, Zersetzungsprodukte und [285] Vorstufen der 
Ibizyme) zusammen mit, d. h. adsorptiv verbunden mit einem Koadsorbens oder mit 
mehreren untereinander adsorptiv verbundenen Koadsorbentien. Der erreichte Zu- 
stand ist eine Grundlage für weiter eindringende Untersuchungen. Es ist zu ermitteln, 
welche Änderungen in den Adsorptionsbedingungen die Assoziation des Invertins 
mit seinen Koadsorbentien derart beeinflussen, daß mit demselben Adsorbens, außer- 
dem und wohl leichter mit andern Adsorbentieii entweder ein Teil der Begleitstoffe 
oder das Invertin selbst mehr auswählend adsorbiert wird. Aber diese Untersuchung 
wird zu einer vSchranke gelangen. Die weiteren Erfolge der Adsorptionsmethodik 
werden mit Verlast an Be.ständigkeit der vSacchar^ase bezahlt werden. Dadurch wird 
die Möglichkeit beschränkt, zum reinen Enzym vorzudringen. 

‘ vSiehe dazu H. Kraut und B. Whnzeu, Diese Zs. Bd. 1 33, S. i [1923/24], Kurve 3 der Abb. 6, S. 14. 
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Die besten Präparate der hier behandelten Art kommen nur sehr schwer, manche 
auch nicht, zu so hohen enzymatischen Konzentrationen wie das Invertin ans gealterten 
Autolysaten. Dies ist der Pall, trotzdem sich die neuen Präparate durch ihre Be- 
ständigkeit gegenüber dem Adsorbens auszeichnen und wiewohl auf dem ganzen 
neuen Wege der Reinigung Schädigung der Zeitwerte durch Inaktivierung vcrmiedcii 
werden konnte. Diese neuen Präparate sind gegen Zersetzung im Tonerdeadsorbat 
geschützt, wie sie bei dem Invertin aus gealterten Autolysaten früher beobachtet 
wurde, und sie sind in dieser Beziehung weit beständiger als die im Abschnitt II 
7Ai behandelnden Präparate aus frischen, von Eiweiß sofort befreiten Autolysaten. 
Erst in der Dialyse traten Enzymverluste von wechselnden Beträgen ein, manchmal 
kleine Verluste, in anderen Fällen Einbußen bis zu 6o%. Der Vergleich mit unseren 
anderen Arbeitsweisen zeigt uns, daß wir aus denselben Autolysaten mit den Adsorj)- 
tionsmethoden Invertin von höheren Zeitwerten zu gewinnen imstande wären, wenn 
wir wie früher die Autolysate durch die enzymatischen Vorgänge der Alterung ver- 
bessern würden. Die analytische Untersuchung im IV. Abschnitt lehrt, daß die 
enzymatische Konzentration der Präparate dieses I. Abschnittes durch die Assoziation 
der vSaccharase mit dem try]>tophanreichen Begleitstoff herabgedrückt wird. 

[286] Von den folgenden Tabellen gibt Nr. 7 einen Vergleich der nach unseren ver- 
schiedenen Verfahren gewonnenen besten Präparate und Nr. 8 stellt einige Präparate 
der hier behandelten Isolierungsweisc zusammen, von denen nur ein Beispiel be- 
schrieben werden soll. Es ist dasselbe Präparat C, dessen Adsorptionsverhalten im 
häufe der Reinigung in der Abb. 5 dargestellt ist. 


Tabelle 7. In vertiupräparate der verschiedenen Darstellungsweisen. 


Zitat 

IV. .Vbh. 

III. Abh., 

Prüp. 1, nt, q 

V. Abh., 
Absclin. II, D 

V. .\bh., Tab. 13, 
Präp. nij 

diese Ai beit, Tab. H, 
Prap. L) 

Autolysat 

1 

gealtert 

gealtert 

1 

gealtert 

gealtert 

1 

frisch, neutral 
, aus invertin- 
reicher Hefe 

Verfahren 

der 

Isolierung 

1 

Kaolin- 
adsorpt. 
aus sehr 
verd. 

.saurer 

Lösung 

Bleifällung, 
Tonerde- 
ad.sorption, 
eine oder zwei 
weitere j 

Bleifällungen 

Alkoholfällung, 
Kaoliiiads. 
aus verd. 
mögl. .saurer 
Lösung 
(vS.W. 3.52). 
Tonerdeads. 

Alkoholfällinig, 
Kaoliiiads. 
aus inögl. 
.saurer Lösung 
Fra kt. durch 
Tonerde 

Alkoholfällinig, 

1 Kaoliiiads., 

Eiweiüfällung, 
j systematische 

1 Toiierde- 

adsorptioii 

Reinheits- 1 
grad 
Zeitwert 

S.W. 

If 

0.5 

2 

122 

0,30—0,20 
(meist ind. be.st.) 

! 3.33—5 

200—300 

0, 1 87 

5.35 

i 325 

0,163 

i 6,14 

374 

0,15 

6,67 

406 


Beispiel: 

Die durch Kaolinadsorption gereinigte, von Eiweiß befreite Invertinlösung von 
65 K. und S.W. 1,08 ließ sich durch Tonerde C nur mit sehr ungünstigem Adsorptions- 


40 “ 
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wert adsorbieren, wie die Kurve I zeigt. Man erkannte aus ihr, daß es angezeigt war, 
durch Voradsorption mit kleinen Tonerdemengen die Tösung von Begleitstoffen zu 
befreien, die das Adsorbens in erster Linie beanspruchen. Dies geschah in 2 Malen 


[287] Tabelle 8. 

Invertin ans frischen Neutralautolysaten; Adsorption mit Tonerde nach 
Knteiweißen. 


Präparat; 
S.W. nach 
Kaolinads. 

Adsorptions- 

voniahme 

Acidität 

Vcid. 

I E. in 
ccni 

Ads.- 

Orad 

A.W. 

EI.-Ausbcnte 
rrozent voiri 
ads. Invertin 

I)ialy.s. -Verluste 

l’roz. 

S.W. » 

A 

Vorads. 

neutral 

50 

5..I 

B4' 

— 




1 ,00 

I. Ads. 

''/jo-Natrium- 

500 

«7 

19,4 1 

59.5 («5) 


2,43 



aeetat 



i 





II. Ads. 

"/2500-Essigs. 

50 

90 

77 ! 

61 (78) 

39 

2.14 (3.5^^^) 

B 

I. Ads. 

neutral 

500 

92 

I<S,2j 

67 (88) 

— 

1.93 

0,9^^ 5 

II. Ads. 

"/j^oo-Essigs. 

50 

95 

40.2 j 

54 (77) 

..... 

3.33 


III. Ads. 

“/sooo-Essigs. 

50 

92 


82 (95) 

63 

1.37 (3.45) 

C 

Vorads. 

neutral 

200 

5.2 

4.1 




1 ,08 

Vorads. 

neutral 

200 

10,1 

9.^ J 

— 

_ 

— 


I. Ads. 

’Viooo-Essigs. 

250 

80 

41.2; 

90 


2,27 


Vorads. 

»/.ooo- „ 

5.S 

: 7.J 

39 : 


— 

— 


II. Ads. 

”/lOOO' M 


i 88 

^115 

«3 

— 

; 3.37 


Vorads. 

”/lOOO' ,, 

1 50 

i 17 

210 : 

37.5 




IIT. Ads. 

*VlOOO* 

! 61 

1 86 

!i 62 i 

98 

; — 

1 4.75 


IV. Ads. 


! 5 '-‘ 

^ 94 

i 196 

90 

15 

* 4.35 (. 5 . DO) 

D 

Vorads. 

neutral 

so 

9. 1 

; 24 ! 


i 


1 .79 

Vorads. 

neutral 

i 56 

20,7 

5 ^> 1 


1 - 

2,27 


I. Ads. 

»/looo-BXsigs. 

, 250 

: 88 

i ^>3 ' 

ys j 

21 gcw. D. 
i 2i iaD. 

|2,45 (3.13) 


! IT. Ads. 

‘Viooo-Essigs. 

5 « 

80 

i «3 ' 

75 

5 

! 3.58 (3.85) 


Vorads. 

neutral 

, 

I.b 5 

: 4 d i 

- 

; — 

4.20 


: III.Ads. 

'VioooTissigs. 

! 57 

; 

i 129 : 

88 

14 

6,67 


unter [288] Abtrennung von 4 und 10% des Invertins. Das Adsorptionsverhalten 
des Enzyms änderte sich dabei beträchtlich (Kurve II). Das Invertin war nach dieser 
Reinigung mit dem Adsorptionswert 41 für den Adsorptionsgrad 80 adsorbierbar. 


Tabelle 9. Beispiel C der planmäßigen Tonerdeadsorption. 


Angew. 58 Iv. vom vS.W. 108 nach Kaolinads. u. Ih- 
weißfällung; 

7\ds. -Kurve I, Abb. 5 

Vorads. (4,2%) in Verd. 1 E. in 2(X) ccm, iieulnd, mit 
0,6 g bei A.W'. 4,1. Restläsung 56,7 E. 

Vorads. (10,1 ?ä) unter demselben Bed. mit 0,6g bei; 
A.W. 9,8. Re.stlö.siing 50,8 E. ; weiter verarb. 49 E. 

Ads. -Kurve II, Abb. 5 

I. Ads. 'Vieoo-Es.sigs., I E. in 250 ccm, mit 0,95 g bei A.W. 41,2 ; 
Ads.dkad 80. 

Elution (n. Vorei. von 2,25 E. mit NII3) mit Phosph., 
cinged., dialys, 35,3 E. ; S.W. 2,27, weiter verarb. 
25,5 E. 

Ads. -Kurve Illau. Illb, Abb. 5 

, Vorads. (7,1 %) ‘Viooo-Essigs., i E. in 55 ccm ; mit 0,053 g ' 
bei A.W. 39; el. S.W. 0,7. Restlösung 23,7 E. 



^ Die eingeklammerten Zahlen enthalten die Ge.samtelutioiLsausbeute bei fraktionierter Elution. 
* Die eingeklammerten vSaccharasewerte sind aus der Wirksamkeit vor dem Eindampfen 
und der Dialyse und dem Troekengewidit nach dieser abgeleitet. 
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Tabelle o. (Fortsetzung.) 

II. Ads. n/,ooo-Kssigs., 1 K. in 63, mit 0,182 g lici A.W. 1 15. Ads.- 
Grad 88. (Restlösung vS.W. 0,80.) 

Elution mit Phospli. 17,4 E. (83%), naeh Fial. 16,9 Iv. 

; vS.W. 3.37, nach 8 Tagen 2.76. weiterverarb. 12,3 Iv. Ads.-Kurve IV, Abb. 5 
Vorads. (17%) ’Viooo-Essigs., i E. in 50, mit 0,01 g bei 
A.W. 210, mit Ads. von 2,1 F). zerstört 71%. Rest- 
läsung 10,2 E. 

III. Ads. n/rono-Essigs., I E. iii 61 , mit 0,053 g bei A.W. 162, Ads.- 

I Grad 86. 

i Elution 8,2 E. (98 %), nach Dial. 8,2 E., fillr. von etwas 

Tonerde 7,4 E., sS.W. 4,75. Ads.-Kurve V, Abb. 5 

(to, 4% N; 8,8% Tryptophan.) 

IV. Ads. 'Viooo-E.ssigs., von 2 E. in 100 ccm mit 9,5 mg 1,87 E., 

A.W. 196. 

Elution 1,68 E., nach Dialy.se 1,55 E., nacli l'iltr. und 
El. -Dialy.se 1,32 E. vS.W. infolge die.ses Verlustes 4,3 5 
(vS.W. 5,00). j 

(10,6% N; 9,4% Tryptophan.) ! 

[289] Ks ist walirsclicinlich, daß es sieh dabei um eine kleine Menge nicht mehr 
unveränderten, durch Säure nicht nielir fällbaren Proteins handelt. Auch im weiteren 
Verlauf der Reinigung erschien es noch mehrmals angezeigt, Voradsorption oder 
fraktionierte Adsorption auszuführen. Die Ad- 
sorptionskurve IV, die mit der Elution nacli 
zweimaliger Durchführung der Toncrdead.sorption 
ermittelt wurde, zeigt, daß ein Teil des Inver- 
tins leichter adsorbierbar ist, als die Hauptmenge. 

Es wurde versucht, mit Tonerde die leichtest 
adsorbierbare PTaktion zu isolieren. Mit einem 
Adsorptionswert von 210, dem höchsten bisher 
beobacliteten, trennten wir 17% des Phizyms ab. 

Die.ser Teil war leider im Gegensatz zur Haupt- 
meiige und zu allen anderen hier untersuchten 
liivertinpräparaten so unbeständig bei der Ad- 
sorption, daß bei sofortiger Be.stinimung des 
Adsorbates 71 % vom aufgenommenen Invertin 
fehlten. Während das Invertin zuvor beim Ad- 
sorptionsgrad 75 mit A.W. 15 1 adsorbierbar war, ergab sich danach bei demselben 
Adsorptionsgrad A.W. 162. 

Außer die.sen Fraktionierungen des Invertins durch Voradsorption ist das In- 
vertin 3 mal in .seiner Hauptmenge der Tonerdeadsorption unterworfen worden. Nach 
der ersten .solchen [290] Reinigung ließ .sich auf Grund des Vergleichs der Adsorptions- 
kurven lila und Illb, die mit der Verdünnung von i S.E. in 250 und 50 ccm bestimmt 
sind, annehmen, daß sich die Invertinlösung, nachdem sic zuvor an den aus kon- 
zentrierter Eösung leichter adsorbierbaren I'remdstoffen ärmer gemacht worden, nun 
durch Adsorption von den in konzentrierter Eösung schlechter adsorbierbaren Beglcit- 



Abb. 5. Adsorption.skurven von Präpa- 
rat C in verschiedenen Reinlieitsstnfeii. 
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stoffen trennen lassen würde. Die Adsorption aus konzentrierterer Dösung ergab 
einen viel günstigeren Adsorptionswert. In dieser Konzentration (i K. in 50 ccm) 
wurde daher gearbeitet. 

Bei der präparativen Ausführung der Adsorption begegnete man öfters Ab- 
weichungen in den Adsorptionswerten von den in kleineren Vorversuchen, z. B. bei 
Bestimmung der Kurven, gefundenen Zahlen. Die Reproduzierbarkeit der Versuche, 
namentlich bei Änderung des Maßstabes, ist keine vollkommene h Es kamen in ein- 
zelnen Fällen sogar große, noch nicht erklärliche Abweichungen vor. Beispielsweise 
war bei der vierten Adsorption, ausgeführt mit 2 E., der A.W. (196) erheblich größer 
als die Adsorptionskurve der angewandten Invertinlösung vorhersagte. 

Die Arbeitsweise soll an der ersten Tonerdeadsorption beschrieben werden, die 
nach der Reinigung durch Voradsorption mit 4g E. au.sgeführt wurde. Mit dieser 
Menge arbeitete man in fünf Anteilen: 9,8 E. brachten wir unter Zusatz von 2,45 ccm 
“/rHs.sigsäure auf das Volumen von nahezu 2,5!. Die Tonerdestispeiision (0,191g 
AI2O5 in 60 ccm) trug man auf einmal unter heftigem Ihiischütteln ein. Dann trennten 
wir die Restlösung vom Ad.sorbat in der Zentrifuge mit sechs 72-l-Bechern. Die Adsorbate 
der einzelnen Chargen verrührte man, um sie auszuwaschen, .sorgfältig mit destilliertem 
Wasser und sammelte alle fünf, zusammen mit 2^/2! Was.ser. [291] Darauf trennten wir 
wieder mit der Zentrifuge die gesamte Tonerde vom Waschwasser und bewirkten 
in den Zentrifugenbechern durch Verrühren mit dem Eluens die Freilegung des Enzyms. 
In unserem Fall wurde dieser Prozeß in Fraktionen ausgeführt, mit 0,05 proz. Amnio- 


• Tabelle to. Reaktionen einiger Invertinpräp.'irate. 






llefeRiimmi 

Uenklion, 


Ninhydrin 

Trvploph.'iii 

n.'irli .Sai.kowski 

Fkulino iiiiL'h 
Frhitzc-ii mit Säurt' 

auset-'füliil mit 

4 in t; 

2 ni); 

5—14 ni); 

5 niK 

5 ink 

Präparat A 
nach I. Ads. 

negativ 

.schwach 


gering 


nach 11. Ads. 


s])uren weise 


negativ 

— 

Prä])arat 11 
iiacli I. Ads. 


schwach 


mittelstark 


nach 11. Ads. 


sehr schwach 

— 

— 

.spurenweise 

nach 111. Ads. 


spurenweise 


negativ 

; negativ 

Präparat C 
nach 1. Ads. 


' schwach ! 

sehr stark 

mittelstark 


nach TI. Ads. 


äuüerst schwach ; 



gering 

nach III. Ads. 


spurenwei.se 


negativ 

negativ 

ITäparat I) 
nach I. Ads. 


äußerst sehwaeh 


mittelstark 


nach II. Ads. 


spurenweise 



1 

nach III. Ads. 




negativ 

negativ 


' Nicht ininier konnten die Bestiinnmng der Ad.sorptionskurven und die präparative Ver- 
arbeitung, aus der der Adsorptionswert für einen gewksei,! Adsorptionsgrad liervorging, zu gleicher 
Zeit vorgenoninieii werden. Wenn aber da.s Invertin beim vSteheii der bösung einer teilweisen 
Inaktivierung anheimfiel, .so wurde der AdvSorptioii.swert erniedrigt und in manchen Fällen die 
Adsorptioaskurve verändert. 
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niak ein kleiner Teil elnicrt und die Hauptmengc durch zweimalige Behandlung mit 
Q Sproz. Diammonphosphat (zuerst 650, dann 36000111). Die vereinigten Phosphat- 
clutionen, im Vakuum auf 250 ocni eingeengt und diiroh 3 tägige Dialyse von Klektro- 
lyten befreit, ergaben 35,3 K. vom vS.W. 2,27. l'ür die Bestimmung der enzymatisohen 
Konzentration ist die Lösung in allen Fällen naoh der Dialyse vollends duroh lUektro- 
dialyse gereinigt worden. 

Durch zwei weitere Adsorptionen erhöhte sich die enzymatische Konzentration 
auf vS.W. 3,37 und 4,75. Damit war das Ende der Nützlichkeit des Verfahrens erreicht. 
Eine [292] nochmalige, d. i. vierte Adsorption ergab keine Verbesserung mehr, sondeni 
eine scheinbare kleine Abnahme des vSaccharasewertes, bedingt durch Enz>mieinbuße 
bei der Dialyse, der ersten, die im Gang dieses Versuches vorkam. 

t'Jber die Reaktionen der Fremdstoffe, die dem Invertin hartnäckig zu folgen 
pflegen, gibt die Tab. 10 Aufschluß. Der Ilefegummi war schwer vollständig zu 
beseitigen. Diese Präparate C und D, ähnlich die anderen dieser Gruppe, gaben nach 
der ersten Tonerdeadsorption noch einen kräftigen Niederschlag mit l'ehlingscher 
Eösung. Auch die zweite Adsorption beseitigte den Ilefegummi nicht vollständig. 
Nach der dritten enthält das Invertin endlieh keine Spur von Ilefegummi mehr. 
Die Tryptophanreaktion war positiv und zwar sehr stark; die Milionprobe war bei allen 
diesen Präparaten vollkommen negativ, nur eine schwache bräunliche l'ärbung trat ein. 


II. Verarbeitung frischer Neutralautolysate unter frühzeitiger Ausfällung von Eiweiß. 

(Tryptophanarmes und tryptophan freies Invertin.) 

A. Enteiweißu ng sofort nach der Autolyse. 

Die frischen Neutralautolysate zeigten gegen Säure dasselbe Verhalten, wie es 
J. Meisknhkimkr, St. Gambarian und L. Semper^ an Hefepreßsäften beobachteten 
und mit Vorteil anwandten, um durch Beseitigung von Eiweiß das Invertin reiner 
zu erhalten. Die Menge des Eiweißniederschlags betrug nämlich ^3 Trocken- 

substanz des Hefepreßsaftes. Bei den mit saurer Reaktion gewonnenen frischen 
Autolysaten und bei allen gealterten bot sich uns bisher keine Möglichkeit, die Eiweiß- 
stüffe für dieses Verfahren genügend unverändert zu halten, während sich auf die 
Fällung durch Bleiacetat, besonders mit gealterten Aiitolysaten, die Isolierungsweise 
der III. Abh. gründen ließ. So wie nach dieser aus jungen Neutralaiitolysatcn 
mit Bleiacetat das Eiweiß fast ohne Invertin ausfällt, so geschieht cs auch bei der 
Fällung mit Säure. Hingegen enthält der [293] Proteinniederschlag nach einer noch 
unveröffentlichten Untersuchung von R. Wii.estätter und W. Grassmann den 
größten Teil der Hefeprotease. 

Zur F'ällung fanden wir Schwefelsäure und Salzsäure geeigneter als Oxalsäure. 
Wenn der Fällungspunkt bei Pi*-- 3»5 4 erreicht ist, so wird die Abscheidung 

‘ Biochem. Zs. Bd. 54, S. 108 [1913]. 
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durch Zugabe weiterer Säuremeiigen vervollständigt, die ganz an den Niederschlag 
gebunden werden. Das Invertin leidet infolgedessen gar nicht, wie die Versuche der 
Tab. II zeigen. 

Beispielsweise wurden 4,8 1 Autolysat, enthaltend 40 E., mit 212 ccm 2n-vSchwefel- 
säure unter tüchtigem Umschütteln versetzt. Der in der Zentrifuge abgetrennte 
Niederschlag enthielt das Eiweiß in geschontem Zustand. Es war frei von Phosphor- 
säure. Die Mutterlauge, mit Calciumcarbonat geschüttelt und filtriert, wies in 4,32 1 
33,9 E. auf, d. i. 85%, und sic enthielt ungeachtet der kurzen Autolysendauer eine 
reichliche Menge von Eiweißspaltprodukten, die starke Ninhydrinreaktion gaben. 

Der Saccharasewert des angewandten Autolysates war 0,00795. Er stieg durch 
die Beseitigung von Eiweiß (aus 100 ccm Autolysat 2,21g, d. i. 42% des Trocken- 
gewichts) auf 0,0135 und nach Ausfälhmg von Calciumphosphat und 6 tägiger Dialyse 
auf 0,054 (Zeitwert 18,5). Danach fiel die Milionprobe negativ aus, aber die Hefe- 
gummireaktion war kräftig. 


Tabelle ii. Au.sl)eute an Jiivertin bei der Abtreiiiiung von Eiweiß. 


Xr. 

Menge Autol. 

ccm 

Ang. .S.K. 

Zur I alhmg 
verbr. »/,- 
Sclnvcfelsiiurt* 

Itlral fillr. Ausbeute nach 
Neutralisation 

.S.E. 

ang, liiv. 

Wirkliche Ausbeute nacli 
Neutralisation 

0 « Pinz. vom 

ang. Inv. 

I 

: 

0,326 

6.25 

0,3^3 

99 

{ 

2 

531 

4,10 

56,2 

33 K^ 

95 

3-49 i 77 

3 

4790 

40,0 

424 

39-4 

98 

34-1 85 

4 

3980 

33.^ 

291 

31-^ 

94 

26,7 81 


[294] B. Vorreinigung durch C a 1 c i u m p h 0 s p h a t - A 1 k 0 h o 1 - F' ä 1 1 u n g. 

Die Fällung des Rohinvertins durch Alkohol i.st auch bei dieser abgeänclerten 
Isolierungsweise wichtig, da die von Eiweiß befreiten Autolysate alkohollösliche vStoffc 
enthalten, die auf die Kaolinadsorption sehr ungünstig einwirken. Aber in diesen 
Aiitolysaten zeigt das Invertin nach der Eiweißfälluiig große Empfindlichkeit gegen 
Alkohol, während es in der Eiweiß enthaltenden Flü.ssigkeit, wenn man nur die ge- 
eignete Acidität cinstellt (Ab.schn. I, B), durch das Eiweiß geschützt wird. Der Hefe- 
gummi hat keine derartige Wirkung. Die vSchwierigkeit läßt sich überwinden, indem 
man beim Fällen mit Alkohol das Invertin in die Form eines Adsorbates bringt, zweck- 
mäßig mit tertiärem Calciumphosphat, dessen Anwendbarkeit für diese Adsorption 
schon in der I. Abh. (vS. 84) erwähnt ist. Die Calcium- und Phosjdiationen 
der Lösung reichen an sich schon aus, um bei sorgfältigem Neutralisieren und Ver- 
.setzen mit Alkohol das Invertin mindestens teilweise zu binden. Besser .setzt man 
noch Calciumchlorid und Sekundärphosphat hinzu und fällt mit Alkohol, der die 
erforderliche Menge Ammoniak enthält. Dann gibt der Niederschlag auch beim Aus- 
waschen kein Invertin ab, erst mit sehr verdünnter Essigsäure oder be.sser mit Mono- 
natriumphosphat (I. Abh., vS. 85) wird das Enzym vollkommen freigelegt. 

Ihn von Eiweiß getrenntes Autolysat, 3,7 1 mit 24,8 E. versetzten wir zunächst 
mit 16 g Na2HP04 • 12H2O und 14,5 g CaCL • 6H2O; dann nahmen wir die Fällung 
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mit Alkohol in 3 Anteilen vor, wobei auf jeden 1,33 1 Alkohol mit 6 ccm ”/i-Aminoniak 
trafen. Die voluminöse Fällung enthielt alles Invertin. Es wurde abzentrifugiert, 
mit Wasser verrührt und vom Waschwasser getrennt, das 1,46 E. (6%) enthielt. 
Um zu eluieren, verrieben wir den Phosphatniederschlag mit 100 ccm 20proz. Mono- 
natriumphosphat, verdünnten mit 1 1 Wasser und ließen über Nacht stehen. Der 
Niederschlag wurde grobkry st allin, das Filtrat enthielt 19,7 E. Eine Probe von 2,7 E., 
zur Bestimmung des Reinheitsgrades dialysiert und elektrodialysiert, ergab mit einer 
Enzymeinbuße von 28% einen [295] vS.W. 0,188 (Zeitwert 5,3). Die Verdünnung 
des Enzyms war hauptsächlich durch den Gehalt an Hefegummi bedingt; das Prä- 
parat gab auch noch die Ninhydrinreaktion stark. 

C. Einmalige und wiederholte Adsorption durch Kaolin. 


Für die Adsorption mit Kaolin sind die frischen Autolysatc nach den beiden 


ReinigungvSvornahmen geeignet. Der Adsorptionswert ist (Tab. 

Tabelle 12. 

Adsorption aus frischen Neutralautolysateii mit (sal/.säurebt 

12) vom 

diandeltc 

Wert 0,007 

111) Kaolin, 




1 

1 

El.-.\iisl)CuU', 

Nr. 

VoihcliiiiulIuiiR, Versuclisbcdiiißuiigc» 

, Ads.-GraiJ 

! 

.\.w. 

1 

Proz. vom 
.'uls. Inv. 

I 

oline Vorbehandlung 

14 

o,cX)7 

■- 

2 

oriteiweilit 

IO 

0,010 

-- 

3 

fraktioii. Autol. ; I. Fr. ( ^8 "0 d. Inv.), enteiweiüt . . 

10 

0,010 

— 

4 

fraktion. Autol. ; Restfr. ; eiiteiweißt 

1 1 

0,012 


5 

enteiweißt nach Phosphat-Alkohol-Fällung . . . . 

80 

0,240 


6 

eiiteiweißt; kurze Dialyse 

3Ö 

0,036 

— 

7 

,, nach 12 Tagen Dialv.se 

87 

0.173 

51 

8 

.. ,.17 

75 

0,190 

54 

9 

dasselbe mit (dykokoll 

6() 

0,171 

— 

TO 

., Tyro.siii 

«7 

0, 166 

66 

I I 1 

,, ,, Phenylalanin 

. : 81 

0,153 

64 

12 

,, beucylglycin 

‘Tl 

0,157 

64 

Dl ! 

M ,, I/eucylglycylglycin 

78 

0,1 y) 

66 

14 i 

,, .. Hefeeiweiß 

44 

0,10 

81 

15 

,, ,, ,, , durch Fapain abgebaut . 

35 

o,oö() 

~ 

16 j 

,. Pepton ex Albumine 

19 

0,036 

— 


,, ,, Albumin 

keine , 

.\dsorption 

- 


des Autolysates äuf 0,20 gestiegen. In der 5oproz. alkoholisehen Mutterlauge sind 
nämlich Eiweißspaltungsprodukte zurückgeblieben, welche die Adsorption des In- 
vertins durch Kaolin beeinträchtigten. vSie sind dialysierbar. Daher wird auch ein- 
fach durch Dialyse des enteiweißten Autolysates eine günstige Kaolinadsorption 
[296] ermögUcht (Nr. 6 bis 8 der Tab. 12). Die Außenflüssigkeit des Dialysators ent- 
hielt starke Ninhydrinreaktion gebende Stoffe, durch deren Beimischung zu einer 
gut adsorbierbaren Invertinlösung der Adsorptionswert herabgedrückt wurde. Einige 
Aminosäuren und Polyj^eptide, die wjr prüften (Nr. 9 bis 13), üben nur geringe Wirkung 
auf die Adsorption aus. Dagegen wurde diese durch Abbauprodukte des Ilefceiwciß, 
dargestellt durch Hydrolyse mit Papain, herabgedrückt, stärker als von dem nativen 
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Hefeprotein selbst, noch mehr von Pepton aus Albumin, am meisten von Albumin 
selber. In diesen Fällen war die Menge der Zusätze gleich dem Trockengewicht der 
Invertinlösung und die Konzentration der zugesetzten Stoffe i : looo. Die adsorptions- 
hemmenden Stoffe erhöhen die Beständigkeit des Invertins im Adsorbat, daher auch 
die Ausbeute in der Klution (von 54 auf 81%, vgl. Nr. 8 mit Nr. 14 der Tabelle). 

Die präparative Aufgabe der Kaolinadsorption nach den beiden Vorreinigungen 
ist hauptsächlich die Abtrennung des Ilefcguinmis. Ks scheint, daß infolge des geringen 
Oehaltes dieser Invertinlösungcn an Kiweißspaltungsproduktcn der Hefegummi zum 
Teil dem Invertin hartnäckiger anhaftet und ihm in die Adsorbate und Klutionen folgt. 
Am günstigsten ist cs, die Adsorption bei großer Verdünnung und in möglichst saurer 
lyösung vorzunehmen. Wie die Tab. 13 erweist, i.st bei .sehr kurzer Versuchsdaucr 
die Anwendung von "/^-Kssigsäure mit einer Verdünnung von i B. in 2 1 erträglich. 


Tabelle 

Besteändigkeit des Invertins iiii gereinigten Neutralantolysat gegen Säure, 


Nr. 

Addität 

j 

Vonl. I S.lv 
in (viu 

D.'iucr der Einw. ' 
in Min. j 

Invcrlingehalt in S.E. 
vor nadr 

der Ivinwirknng 

i Verlust in 

1 l’roz. vom 
! ang. Itiv. 

I 

»/-Ivvssigsäurc 

2 (K)Ü 

10 

0,050 

03 -H 95 

' 1 

2 


2 OCX) 

20 

0,050 

0,0465 

6 

3 

Vr 

5 OCX) 

20 

0,050 

0,0485 

3 

4 


5000 

20 

0,050 

0,042(8 

; 14 

5 


5(.x.x) 

20 

(>,050 

0,0200 

i 4 ^ 


[297] Billige Beispiele für die Adsorption unter diesen Bedingungen gibt die Tab. 14 
wieder. Bei günstigen Adsorptionswerten sind die Bnzym Verluste an Kaolin, auch 
an salzsäurebehandeltem, bedeutend, der Reinigungseffekt, der sich im Saccharase- 
wert ausdrückt, durch Zerstörung des Bnzyms daher teilweise kompensiert. Die 
Saccharase ist schon arm an Schutzstoffen, der Hefegummi schützt wenig. 


Tabelle 14. Kinnialige Adsorption mit sal/.säiirebeliandeltein Kaolin. 


Nr. 

Additäl 

Verd, I E. 
in rein 

Ang. S.lv. 

Ads.-Grad 

A.W. 

1 Elutionsaiis- 
beutc, l’roz. 
vom ads. Inv. 

rräparal 

s.w. 

I 

«/z-lvssigsi 

iure 300 

0, 1 50 

50 

0,147 

62 

_ 

2 

'Vio- ,, 

2000 

0, 1 50 

76 

0,190 

Ö5 

— 

3 


20CX) 

0. 1 50 

80 

0,24 

37 

— 

4 

'Vr .. 

50(X) 

0,1 50 

80 

0.24 

58 ; 



n /,- 

20CX) 

4,00 

96 

0,23 

43 

0,91 

6 

”/4' 

5000 

2,(X) 

97 

0,25 

53 ' 

1,12 


Die beiden Präparate Nr. 5 und 6 der Tab. 14 vom Saccharasewert 0,91 und 1,12 
dürften nach den beobachteten Saccharasevcrlusten Gehalte von. mindestens 45% 
an inaktiviertem Bnzym haben. Die Inaktivierung am Kaolin war noch weitergehend, 
als wir natürliches Kaolin (Zktteitz) statt des ^alzsäurebehandelten anwandten. In 
den 2 Beispielen der Tab. 15 wurde das Invertin aus gereinigtem Autolysat durch 
zweimalige Adsorption mit unvorbehandeltem Kaohn bei raschester Versuchsausführung 







Zur Kenntnis des Invertins, VIII. Aldiandl. 


779 


(Charge von 4 bis 5 1 , Verweilen des Invertins in vSäiire während höchstens 5 Min.) und Khi- 
tion mit sehr verdünntem Ammoniak isoliert. Dabei ist es gelungen, den Cehalt an Hefe- 
gummi bis auf eine Spur herabzudrücken, während gleichzeitig die Ninhydrinreaktion 
ganz zum Verschwinden kam; die Milionprobe fiel negativ aus. Die enzymatische 
Wirksamkeit ist aber sehr ungün.stig geworden: S.W. 0,16 und 0,21 (Zeitwert 6,20 
und 4,74). Das zerstörte Invertin i.st also vom aktiven nicht getrennt worden. Nach 
dem Maße der Bnzymzerstorung am Kaolin (jedesmal -/j bis 3/4) [298] berechnet sich, 
daß die Präparate, wenn die Adsorptionen ohne Verlust vor sich gegangen wären, 
wahrscheinlich S.W. 3,33 und 4,0 (Zeitwert 0,30 und o, 25)- gehabt hätten. Der Gehalt 
dieser beiden Präparate (ib und 2b) an Saccharase z. B. vom Zeitwert 0,2 wird daher 
ungefähr 80 und 67% betragen. 

Während nach einer Kaolinreinigung die Präparate Nr. 5 und 6 der Tab. 14 
noch einen geringen Tryptophangehalt aufwiesen, war das Präparat ib der Tab. 15 
von Tryptophan frei. 


Talx'llc 15. 


Zweimalige Ad.sorption 

durch 

natürliches Kaolin. 

(Adsorption aus ”/:-B 

xsigsäure, ) 

Nr. 

Vcnl. I S.l'). 

An«. S.li. 

\(ls.-Giail 

A.W. 

Clutiuusaus- 
lioiilo, l’roz. 
Vdiii ads. Inv. 

Dial.- ' 
Vt'ilust ' 

M(*ngc (1. 
l'rap., S.K. 

.S.W. des 
I’ra]). 

I a 

2000 

4,CX3 

98 


3-5 

— 

— 

- 

b 

5000 

1,17 

95 

' 0,2 

21..1 

0 

0,227 

0,2 I 

2 ii 

2000 

9.70 

98 

0.245 

22,2 

: — 

- 


1) 

5000 

2,12 i 

70 

0,149 

37 -.^ 

2 1 

'=>.435 

0,1 6 


III. Invertin aus gealterten Autolysaten. 

(Tryptophanhaltiges und tryptophanfreies Invertin.) 

Zum Vergleich mit den neuen Invertinpräparaten aus sehr rasch bereiteten, 
frischen Hefeauszügen sollen einige Darstellungen aus lange gealterten Autolysaten 
herangezogen werden, 

A. Kill Präparat von R. WirusTÄTTKR und 1'. Racke war durch Vorreinigung 
mit Kaolin in acetonhaltiger Kösung und durch aufeinanderfolgende Adsorption 
mit Tonerde und Kaolin gereinigt. Von den in der I. Abh. beschriebenen analogen 
Präparaten unterschied es sich dadurch, daß die Vorbehandlung mit Kaolin in Aceton 
weitergehend war. Sie hat 48 Stunden gedauert und zur Abnahme des Invertin- 
gehalts der lyösung um 37 % geführt. Die.se Abänderung des Verfahrens war in doppelter 
Beziehung von großem Einfluß. Das Präparat war viel weniger beständig als andere. 
Jede der sonst mit guter Ausbeute verlaufenden Vornahmen war in diesem h'alle 
mit [299] großem Verlust verbunden, z. B. betrug bei der Elution aus dem Kaolin 
die Ausbeute nur 20%. Infolgedessen besaß das Enzym nach der Dialyse und dem 
Abdampfen zur Trockne beim Wiederauflösen nur den Zeitwert 5,3. Es läßt sich 
nach den genauen Aufzeichnungen schätzen, daß ohne die ungewöhnlichen Verluste 
durch Inaktivierung ein normaler Zeitwert von 0,7 gefunden worden wäre. Die länger 
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dauernde Behandlung mit Kaolin hatte eine Verarmung an schützenden Begleit- 
stoffen zur Folge. Wie sonst bei der Adsorption durch Kaolin der tryptophanhaltige 
Begleitstoff in das Adsorbat übergeht, so ist er in diesem Falle durch die Voradsorption 
entfernt worden. Das Präparat enthält kein Tryptophan. Ks gibt auch keine Milion- 
reaktion ; es ist in der Tat eiweißfrei. 

B. Fin Präparat von R. WinnsTÄTTKR, J. Graser und R. Kuhn (Abh. III, Tab. 7, 
Präp. ni\ Zeitwert 0,636) war durch vollständige Ausfällung mit Bleiacetat, Tonerde- 
adsorption aus der Elution und durch wiederholte Fraktionierung mit Hilfe von Blei- 
acetat gewonnen. Entscheidend für die Natur des Präparats ist, daß es aus gealtertem 
Neutralautolysat stammt, also aus anfangs eiweißreichem, proteolytisch stark abge- 
bautem Material. Es scheint, daß das Enzym sehr viel Eiweißspaltungsprodukte 
mitführte, und daß keine wirksame Fraktionierung erreicht wurde. Das Präparat gibt 
schwache Milionprobe und i.st tryptophan reich. 

C. Die Vorgeschichte, Isolierung aus gealtertem Neutralautolysat, war auch für 
ein weiteres Präparat, ein tryptophanreiches, bestimmend. P)s war durch Alkohol- 
fällung vorgereinigt, dann durch Kaolinadsorption und zweimalige Adsorption an 
Tonerde gereinigt worden. Die erreichten Adsorptionswerte des Aluminiumhydroxyds 
iu "/looo-CvSsigsaurer Eösung waren 72 beim ensten, 135 beim zweiten Male. vSchließlich 
trat bei viertägiger Dialy.se eine Aktivitätsabnahnie um 20% ein; der vS.W. betrug 
daher nur 3,57 (Zeitwert 0,28). 

D. Ein nach dem Verfahren der V. Abh., Abschn. D, vS. 215, aus gealtertem, 
saurem Autolysat ohne Vorreinigung durch Kaolin-, dann durch Toiierdeadsor|)- 
tion bei sehr großer Verdünnung gewonnenes Präparat vom vS.W. 2,70 (Zeit- 
wert 0,37) [300] gab starke Milionreaktion und enthielt ziemlich viel Tryptophan 
( 3 - 7 %)- 

E. Ein genau gleichartiges Präparat ist unter dankenswerter Mitwirkung des 
Herrn Dr. W. WAvSvSErmann mit Bleiacetat zu gutem Saceharasewert (4,16 bzw. 4,35, 


Tabelle 16. 

Reinigung von Invertin aus gealtertem, saurem Autolysat mit Bleiacctat. 


21 1 10 Monate altes Autolysat mit 8(S,. 4 E. 

Ads. m. 87,5 g Kaolin, el. mit Amm.; 73,7 E. 

Ads. 66 Iv durch 3,8 g Tonerde B; el. m. Amm.: 48,8 Iv. 

Mit lg Bleiacetat gefällt; Fällung verworfen. 

Restlösung mit If^vS entljleit. 

Filtrat vom PbS 17,7 E. ; PbS-Ndsc'hl. ni. Fhospli. u. Amm. 

S.W. .4,16. el. 7,61 E. 

Mit bas. Pdeiacetat gefällt. Nach Dial. unter Einbuße. 


I 

Restlös. 2,1 E. 

Mit Einbuße der halben 
Wirksamkeit 


dial. u. el. dial. 


8.W. 4,16, 
Präp. 


I 

Fällung m. Pho.spb. u. Amm. el. 10,8 Tv. 
Nach Dial. m. Verl. 


vS.W. 2.23, 
Präp. y. 


vS.w. 4.35. 
Präp. ß. 
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in allen Proben nach Eindampfen und Dialyse direkt bestimmt) weiter gereinigt worden. 
Es ist in diesem Ealle gelungen, das nach der Tonerdcadsorption noch beigemischte 
Tryptophanderivat vollständig zu beseitigen. Zugleich schwächte sich die Milloii- 
reaktion ab. Das Verfahren ist in der Tab. 16 dargestellt. Beim erstmaligen Bällen 
mit Bleiacetat wurde der Niederschlag verworfen, die Restlösung (nach Adsorption 
an Bleisulfid und Elution Präp. «) wurde abermals und zwar mit Bleiessig gefällt 
und vergleichsweise die neue Restlösung (Präp. 7) sowie die Elution aus der Blei- 
fällung (Präp. ß) untersucht. 


IV. Tryptophangehalt und Stickstoffgehalt der Invertinpräparate. 

In der fünften Arbeit wurde Invertin nach dem Grade der Milionreaktion frak- 
tioniert. Der Vergleich der Präparate [301] ergab, daß einige die Milionreaktion so 
stark wie Hühnereiweiß, andere 100- bis 20omal schwächer und andere gar nicht 
zeigen. Zu demselben Unterschiede führt nun der Vergleich der Tryptoidian- 
gehalte. 

H. V. EubER und K. Joseeiison* haben vor kurzem die wichtige Angabe ver- 
öffentlicht, daß die vSaccharase sich durch einen auffallend hohen Gehalt an Trypto- 
phan auszeiclme. Eünf vStockholmer Präi)aratc des Enzyms von If 225 bis 245 (Zeit- 
wert 0,27 bis 0,24) enthalten annähernd übereinstimmend 4,93 bis 5,58% Tryptophan. 
Unsere Präparate, deren Analyse wir im folgenden verzeichnen, sind nun mit der 
Absicht verglichen und zum Teil schon mit der Absicht dargestellt, das Wesentliche 
und das Nebensächliche der Zusammensetzung an Präparaten von ungleicher Vor- 
geschichte zu unterscheiden. 

Ohne die Frage zu prüfen, ob die zur Bestimmung angewandte Farbreaktion 
ausschließlich vom Trj^jtophan bedingt wird, sind wir, um einen genauen Vergleich 
mit den Ergebnissen unserer Stockholmer Kollegen zu ermöglichen, genau der von 
ihnen angewandten Methode gefolgt. Der Tr>'ptophangehalt wurde also unter An- 
wendung von reinem Tryptophan als Vergleichsmaterial nach der von O. v. h'ÜRTH 
und E. Nobee^ und O. v. Fürth und F. Lieben 3 quantitativ ausgearbeiteten 
Reaktion von E. Voisenet^ (mit Formaldehyd, Nitrit und Salzsäure) im Colorimeter 
von K. Bürker^ bestimmt. Die Zahlen sind in der Tabelle 17 zusammen mit den 
Stickstoffgchalten (vgl. Tab. 18) der wichtigsten Präparate verzeichnet. 

Die Präparate der vollkommensten Reinigung mittels der Tonerdeadsorption 
(Nr. 2, 3 und 5 der Tab. 17) erreichen bei Zeitwerten von 0,15 bis 0,23 die höchsten 
Tryptophangehalte, nämlich 8,8 bis 9,4%. Präparate aus den nämlichen Autolysaten, 


3 

4 

5 


Uiem. Ber. Jiü. 57, JS. S59 1 192.4 J. 
Biochem. Zs. Bd. 109, >S. 124 
Vgl. auch 0. V. Fürth udii Z. Dischk, 
Bull. Soc. Cliini. Bd. 33, S. 1198 [1905]. 


Biochciii. Zs. Bd. 


vS. 103 [1920]. 
275 [T924]. 
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[302] Tabelle 17. Tryptophan- und Stickstoffgelialte einiger Invertinpräparate. 


Nr. 

Tiaparal, Zitat 

Reinheitsgrad 

Z.W. S.W. 1 

If 

Stick- 

■stoff- 

gehalt 

Proz. 

Tryplophanbestiniinutij., 

Ang. i 

Menge Vergleichslösung 

in« ! 

Colori- 

meter- 

stellung 

Trypto- 
phan - 
gchalt 

Proz. 

I 1 Tab. 8 Präp. B . . 

o, 73 (‘ 4 -'d 1.37(3.45): 

83(210) 

5,11 

__ ! — 

— 

— 

2 ' 

.. 8 c . . 

0,21 

4.75 ' 

289 

i «.35 

13,56 0,06 proz. Trypt. 

10,0 

8,8 

3 

>8 ,, C . . 

0.23(0, 20)4, 35(5, (X)) 

264 (304) 

10,60 

5,76 ,0,03 ,, 

11,1 

9.4 

A ' 

cS I) . . 

0,41(0.32) 

2.45(3,13) 149 ( 10 «) 

6,40 

9.28 ! 0,03 ,, 

II .4 

5 .« 

5 

„ 8 .. • • 

0. 1 5 

6,67 

406 

9.21 

4,56 0,03 

14,« 

«,9 

'6 Präp. Abschii. III C 

0.28 

3.57 

217 

8.10 

10,55 0,06 ,, 

13-7 

9.2 

7 

HIB 

0,630 

i. 5 ‘^ 

96 

— 

41,10 0,15 ., 

14 ,'^ 

5.^ 

(S 

hid 

‘>.37 

2.70 

164 

■— 

7,6t 0,01 ,, 

15,5 

3.7 

0 

,, Hl A 

5.3 ('>. 7 ) 

0,19(1,43) 11, 5 (‘"^ 7 ) 

-- 

38,151 negativ 

0 

IO Tab. 16 Präp. (\ . . 

0,24 

4,16 

-53 

4 .«T^ 

5.56; 


0 

II 

16 „ ß . . 

0,23 


264 

— 

4,43 ■ 


0 

12 

.. 16 7 . ■ 

0,45 


135 

— 

7 , 3 « 


0 

13 

„ 14 Xr. 5 • • • 

1,10 

0,(1 1 

55 

— 

13,83 0,007 proz. Trypt 

10,9 

0,9 







1 >o,(XJ 5 proz. 1 

1 








, , Trypt. 

1 

inigcf. 

14 

„ 13 „ 6 . . . 

0,89 

1,12 

68 


^ ^ <0,01 proz. 


0,4 







Trypt. ) 

1 


15 

„ 15 „ ib • • 

4 . 74 (‘>.- 5 ) 

O,2l(.},o) 

12.8(2.13) 

b ,55 

6,88 negativ 

0 


[303] Tabelle 18. 

Stickstoffbestiminungen einiger 

Iiivertinpräparate. 

Nr. Präparat, Zitat 

s.w. 

If 

Sub- i 
stanz ' 

mg ; c 

Slickstoff- 

vol. 

cm (korr.) 

Temp. 

t°c. 

Druck 

mm 

Stickstoff 

Proz. 

If 

Proz. Stickstoff 

I Tab. 8 Präp. B . 

1.37 (3.45) 

83 (210) 3,700 

0,176 

23 

708 

541 

16,2 (41,2) 

2 8 „ C . . 

4.75 

289 

4.935 

0.475 

23 

708 

10,35 

27,« 

3 ,. « .. • • 

4.35 (5.««) 

264 (3(J4) 3.()(i5 

0,390 

23 

707 

10,60 

25,0 (28,7) 

4 „ « .. T) . . 

2,45 (3.13) 

149 (i()()) 3,600 

0.215 

■ 23 

707 

6,.}(.) 

23.3 (29.«) 

5 « ,, H • • 

6,67 

406 

^ 2,300 ' 

0,1 (13 

22 

721 

9,2 1 

4 -bi 

6 Präp. Absclin. III, C 

3,57 

217 

7,130 

0,529 

23 

719 

8,10 

j 26,8 

7 Tab, 16 Präp. a . . 

4,16 

253 

4 , 3« 5 ’ 

0,191 

23 

71S 

4, «3 

1 5--./ 

8 : ,, 15 XT. ib . . 

0,21 (4,0) 

12,8 (2.1 

3 ) 3 - 260 , 

0,200 

22 

7 ‘>9 

b ,55 

j — 


Tal)elle 19. 

vSaechara.sewirk.samkeit und Stickstoffgelialte einiger Invertinpräparate. 


Nr. 

Präparat, Zitat 

s.w. 

If 

Verluste bei den versch. Operationen 
in Proz. 

K = Kaolin-, A = Alum.-Ads., D Dialyse“ 

Proz. 

Stickstoff 

i ff 

Proz. Stickstoff 

I 

Abli. V, Tab. 12 Präp. »0 

(5.5) 

'(335) 

l):8o 

5.b5 

(59.5) 

2 

,, >, 12 ,, nti 

6,14 

375 

I): 10 

9.53 

’ 39.3 

3 

Tab. 8, Präp. D . . . . 

6,67 

406 

K:20, D:8, 1 ): 2 I, A:<25, , 
A : < 12 

9,21 

44,3 

4 

, , 16 , , A . . . . 

4.1b 

251 

K : 1 5, xA : < 2.^ (unvolLst. el.) 

4, «3 

52.7 

5 

,, 8 ,, C . . . . 

■ 4,75 

289 

K: 13. D: 8, A: < 24 

10,35 

1 27,8 


[304] die abweichend von der ersten Gruppe unter möglichst frühzeitiger Abtrennung 
der Hefeproteine gewonnen wurden und sich durch Unbeständigkeit am Kaolin aus- 
zeichneten, daher auch nicht zu hohen Aktivitätswerten gebracht wurden, haben weniger 
als 1% Tryptophan (Nr. 13 und 14 der Tab. 17), nach wiederholter Kaolinadsorption 
gar keines mehr (Nr. 15 der Tab. 17). 
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Kntsclieidend sind endlich Präparate aus gealterten Autolysaten. Kin Präparat 
von R. WiiXSTÄTTER und V. Racke (Nr. 9 der Tab. 17) ist frei von Trypto]jhan 
und gibt keine Milionreaktion. Ivs stannnt von den Versuchen, die zu der Schlußfolge- 
rung geführt hatten, daß Invertin eiweißfrei erhalten worden ist. Kin Präj^arat, durch 
Kaolin und Tonerde nach der einfachsten bei uns üblichen Älethode (Adsorption aus 
sehr verdünnter Kösung) gereinigt, weist 3,7% Tryptophan auf (Nr. 8 der Tab. 17). 
Schließt sich eine weitere Reinigung mit Bleiacetat an (Nr. lo, 11 und 12 der Tab. 17), 
bei der die Aktivität erhalten blieb, so wurde dabei das gesamte Tryptophan abgetrcimt. 

Was die Stickstoff geh alte betrifftb so hatten die Bestimmungen verschiedener 
Invertinpräparate in der V. Abhandlung, die bei Zeitwerten von 0,25 bis 0,37 zwischen 
10,24 und 5,41 schwankten, zu der vSchlußfolgerung geführt: „Die von II. v. Kui.ER 
und K. JOvSEPiisON aufgeworfene Frage, ob zwischen dem vStickstoffgchalt und der 
Inversionsfähigkeit Proportionalität besteht, ist zu verneinen." Gegen die.se Kritik hat 
K. JOSEPHSON^ einen durchaus berechtigteiF Kinwand erhoben. Wenn die analy- 
sierten Invertinpräparate in sehr verschiedenem Maße Inaktivierung erlitten haben, 
so bekommen die nach H. v. Kueer und K. Josephson berechneten [305] Quo- 

If 

tienten Stickstoff -^f^sschläge. Allein es läßt sich schon an dem Material der 
V. Abhandlung, noch einfacher und deutlicher an den in der Tab. k) (S. 303) an- 
geführten Präparaten dartun, daß eine Proportionalität zwischen Saccharasewirk- 
sanikeit und Stickstoffgehalt wirklich gar nicht besteht. 

Vergleichen wir die Präparate C und D des Abschnitts I; das erstere hat größere, 
das letztere kleinere Aktivitätsabnahme im Kaufe der Reinigung erlitten. Dennoch 

beträgt der Quotient ^tickstoffgeiüilt ^ 4 ie Präparate 

unter gleichen Aktivitätsverlusten gereinigt, so würde der Quotient noch viel mehr 
differieren. Das Präparat a der Tab. 16, das ähnliche Aktivitätseinbußen wie C 
gehabt hat, ergibt den Quotienten 52,8, also fast das Dop])elte wie C. 

Die gefundenen Stickstoffgchalte der Invertinpräparatc von den Reinheitsgraden 
S.W. 6,67 bis 4,0 sind durch willkürliche und wechselnde As.soziationeii mit vStick- 
stoff enthaltenden Fremdstoffen beeinflußt. 

‘ vSiche dazu H. v. Kur, ER und K. JostU’HSon, Clieiii. Ikr. Bd. 56, vS. 446 u. 1007 [1023]; 
M. 57, S. 299 u. 859 [1924]. 

' l)ie.se Z.S. Bd. 136, vS. 224 [1924]. 

^ In den lünzelhcitcn der Berechnung stiininen wir mit K. Josepiison nicht überein. Die 
\erluste bei der lüution au.s Tonerdead.sorbat beispielsweise beruhen gewiß nicht auf lüizym- 
zerst()riing, sondern es sind Anteile des Ivnzynis in den .Adsorbaten zurückgelassen worden. 
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54. INVERTINANREICHERUNG IN DER HEFE. 

Von Richard Willstätter, Charles D. Lowry jr. und Karl Schneider. 

Neunte Abhandlung zur Kenntnis des Invertins. 

(Aus dem Clicinischen I^ahoratoriuni der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 
Mit 2 Abbildungen ini Text. 

(rX‘r Redaktion zugegangen am 6. ^lai 1925.) 


Theoretischer Teil. 

Planmäßige Untersuchungen über ,,vSaccharasegelialt und vSaccharasebildung in 
der Hefe“ sind von H. v. Euler* und seinen Mitarbeitern seit dem Jahre 1910 aus- 
geführt worden, vSie fanden Ergänzung durch Arbeiten, die J. Metsenheimer, vSt. Gam- 
BARJAN und U. Semper* für präparative Zwecke in größerem Maßstabe unternahmen. 
In diesen Untersuchungen ist es gelungen, den Enzymgehalt der Hefe durch Führung 
bei der optimalen Gärtemperatur von 27 und bei Anwesenheit von Phosphor- und 
Stickstoffverbindungen ansehnlich zu steigern. [159] Die Methode war intensive 
Gärung in starker Zuckerlösung, tagelang dauernd und mehrere Male wiederholt. 
Den Stand der Methode gibt wohl am besten eine soeben von 0 . Svanberg') ver- 
öffentlichte Monographie wieder mit folgendem ,, Schema der Vorbehandlung der Hefe“ : 


’i.Tag 100 1 (etwa i5proz.) Stammwürze. . . 10 kg Zucker, 28“ 

2 . ,, 0,75 kg Ammonphosphat 15 ,, ,, 28° 

3- .. 0,75 ,, 15 ,, 26'^ 


und mit dem P>gebnis, daß der Invertinzeitwert der Brauereihefe vor dieser viertägigen 
Behandlung 400 und am P'nde 90 betrug. Um genauer die günstigsten I^eistungen 

' II. v. IWlUR und B. AF Uggi,as, vSv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 3, Nr. 34 [1910] und 
Diese Zs. Bd. 70, S. 279 [1910/1 1]; H. v.EuLKR und D. Johansson, Diese Zs. Bd. 76, S. 388 [1912]; 
Bd. 78, S.246 [1912]; Bd. 84, 8. 97 [1913]; H. v. KulkR und H. Mkykr, Diese Zs. Bd. 79, vS. 274 
[1912]; H, V, KuijvR und H. Cramkr, Die.se Zs. Bd. 88, 8. 430 [1914]; Bd. 89, 8.272 [1914]; 
Biochem. Zs. Bd. 58, 8. 467 [1914]; Bd. 67, 8. 203 [1914]; H. v. FuLKR und F. Eöwenhamm, 
Diese Zs. Bd. 97, S. 286 [1916]; H. v. IvuLKR, Biochem. Zs. Bd. 85, 8. 406 [1917/18]; H. V. EulKR 
und 0 . vSvANBERG, Die.se Zs. Bd. 106, 8. 201 [1919]; Bd. 107, vS. 269 [1919]; 0 . vSvanbKRG, Diese 
Zs. Bd. 109, 8. 65 [1920]. 

* Biochem. Zs. Bd. 54, 8. 122 [1913] und Bd. 67, 8. 364 [1914]. 

In Abderhaldens , .Handbuch der i)iologi.schcn Arbeitsmethoden“, Abt. IV, Teil i, Heft 2 
(Lieferung 134, 1925), und zwar 8. 251. 
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anzufülircii, die mit der Methode der Gärung bei hoher Zuckerkonzentration 
in den Händen der früheren Autoren erzielt wurden, bedarf es für die Angaben des 
KuüRRSchen Ivaboratoriunis und für diejenigen von MrIvSRniiiumKR je eines Schlüssels, 
uni die Werte in vergleichbare Form zu bringen. 


Aus den von MKISKNIIHIMKR aiigcfülirtcn Werten für die Keaklioiiskonstaiitt' K der Rohr- 
ziickerhydrolyse und den Ilefetroekeiigewiehten lassen sieh die Zeitwerte al)k‘iten nach der 
Gleichung: ^ ^ ^ o,6i() 5 Proz. Troekengew. y 0,2 


Zeitwert — 


K X 0,57 


0,0 


Der Rechnung ist nicht der gefundene Mittelwert von K zugrunde gelegt, sondern der durch 
Rxtrapolation oder Interpolation für 75.03% Spaltung (j/d ± o‘A zu ennittelnde Wert für f\. 
Die Extrapolation ist nicht in allen Fällen möglich, nämlich in den Fällen nicht, wo K aus zu 
geringem Spaltungsgradc abgeleitet wurde, also bei den Zeitwertberechnimgen der invertin- 
.aniien Amsgangshefen. In solclien Fällen berechnen wir K für die rmwertung in Zeitwert aus dem 
angegebenen vSpaltungsgrad mittels der experimentell gefundenen Kurve des Reaktionsverlaufs. 
Die Zahlen bedeuten aber dann nur Annäherungswerte. 

Um aus den von 11 . v. IWhKR und seinen Mitarbeitern ver zeichneten Beol)achtungen ü])er 
Invertinzuwachs auf die Invertingehalte der Hefen (If oder Tnvertinzeitwert bzw. Saccliarasewert) 
zu schließen, wären Angaben über die Hefentrockengewichte nötig, die aber leider fehlen. Nur 
unter der Annahme, daß die von H. v. PÜJU'R und O. vSvanbkr('.' einmal angegebene Zeilenzahl 
o,t6 X 10 " von I g getrockneter Hefe [160] einen Durchschnittswert darstellt, könnte man aus 
Inv. den Zeitwert ableitcn mit der Brücke: 


also 


If 


K >; g Zucker _ K ■ g Zucker x o.iö 
g 'rrockenhefe Zeilenzahl 


Zeitwert 


60,8 
Inv. X o.iö 


io’‘ 


lü“ 


Inv. ;< 0,16 X 10^' 


Danach ergibt sich für Inv. - 10 x lO“*' der Zeitwert 380. Da aber die Zeilenzahl für i g 
Trockenhefe nur in dem einen Falle angegeben ist, .so handelt es sich bei der Umrechnung der 
Eulerschen Zahlen in Zeitwerte nur um vSchätzungen. 


Tabelle i. 

Lnvertinzunahnie bcr. nach Vers, von H. v. EohKR und von J. MkiskniiicimivR. 


Nr. 

Zeitw. Aus- 
gangshefe 

g Vorbchanainng bei — 28 

Erzielter 

Zeitwert 

I 

480 

5 g 3 mal je i Tag in t;o() ccm Nährlös. m. 

42 j Bioclicm. Zs. Bd. 54, Tab. S.147 

2 

480 

i 20 g h'ructo.se 

5 g 3 mal je i Tag in 500 ccm Nährlös. 111. ■ 

47 1 Biochem. Zs. Bd. 54, Tab.S. 147 

3 

280 

j 20 g Invertz. , 

400 g ! 40 vStundeii in 30 1 Nährlös. m. 600 g 

72 , Biochem. Zs. Bd. s.p Tab. S. 1 53 

4 

440 

! Saccharo.se 

5 g Sinai je 2 Tage in 50 ccm Bierwürze 

S8 Biochem. Zs. Bd. 67, Tab. S. 374 

5 

650 

5 g 4 mal je i Tag in 5(K2 ccm Bierwürze 

57 Biochem. Zs. Bd. 67, Tab. S. 378 

6 

520 

und 2 mal je i Tag in 5(K) ccm 2proz. 
Fructoselösung 

i 20 kg vSiehe Schema hii l'ext 

94 Diese Zs. Bd. locx S. 66 bis 69 

7 

380 

Ähnlich Nr. 6 

120 1 Diese Zs. Bd. 107, S. 295 

8 

5(20 

I g 24 Stunden m. kx) ccm vSaccharo.selös. 
u. Nähr.salzen 

48 Stunden m. 100 ccm vSaccharosclös. 

u. Nähr.salzen 

24 Stunden ohne Zu.satz 

78 Diese Zs. Bd. 106, S. 232. 


* DicvSe Zs. Bd". 106, S. 201 [1919]. und zwar S. 207. 
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[i6i] Gemäß den auf solche Weise umgerechneten bisherigen Beobachtungen, 
welche die Tab. i verzeichnet, ist der Invcrtingehalt der Bierhefe, für den wir 
durchschnittlich einen Zeitwert 330 finden, durch die intensive Gärführung nach 
II. V. Kuler und nach J. Meisenheimer zu Zeitwerten von 120 bis 42 gesteigert. 
Derart war das Ausgangsmaterial für die Invertinpräparate von Meisenheimer und 
besonders für die des Stockholmer Daboratoriums. In unseren Arbeiten über Invertin 
ist bis vor kurzem von dieser aussichtsreichen Methode kein Gebrauch gemacht worden, 
weil uns auch nach dem Ende des Krieges Zucker jahrelang nicht verfügbar war. 
Die Minderwertigkeit des Ausgangsmaterials, auf das wir uns bei den präparativen 
Versuchen angewiesen sahen, war der Ausbildung der Verfahren zur Isolierung der 
Enzyme förderlich. Nachdem nun die Adsorptionsmethode in der Anwendung zur 
Invertindarstcllung zu einem gewissen Abschluß gediehen, erschien es wertvoll, enzym- 
reiches Ausgangsmaterial zu verarbeiten, um die ausgcbildcten Methoden an den 
geeignetsten Hefen und AutoE'Saten zu erproben und weiter zu entwickeln. Auf diesem 
Wege waren Vercinfachiiiigen der Methoden zu erwarten. Ein hauptsächliches Ziel 
dieser Untersuchung ist die Anreicherung der vSaccharase im Verhältnis zu den ihr am 
nächsten stehenden Stoffen, z. B. den begleitenden Enzymen, die am schwersten 
abzutrennen .sein werden. 

Einen noch zu wenig beachteten Umstand fanden wir für die Invertinanreicheruiig 
in der Hefe wichtig. Sie ist von dem physiologischen Zustand, von der spezifischen 
tmergic des lebenden Pilzes abhängig und zwar so, daß Hefe, die in der Brauerei 
eine größere Zahl von Gärungen durchgemacht hat, schlechter zur Enzymbildung 
taugt als Hefe nach nur wenigen Gärführungen. Während einer Anzahl von Gärungen 
im Brauereibetrieb erfolgt, trotzdem diese bei sehr niedriger Temperatur langsam 
verlaufen, Degeneration der Hefe, derentwegen sie in der Brauerei aus dem Betrieb 
ausge.schaltet wird. Übrigens verschlechtert sich auch im Uaiife der Gärungen der 
Invertinzeitwert der Hefe, den wir bei einem Teilstamm von 148 (Zeitwert im Zustand 
der Reinzuchtführung) bis 2go [162] (nach 7 Gärungen in der Brauerei) verfolgt haben. 
Diese Beobachtung muß neben der Erfahrung von H. v. Ein, ER erwähnt werden, 
der mit seinen Mitarbeitern die Inversionsfähigkeit einer Stockholmer Unterhefe 11 
12 Jahre lang verfolgt und eine sehr bemerkenswerte Konstanz 
If 15 X IO h d. i. Zeitwert 405 

festgestellt hath ,,Keine.sfalls dürfte man früher vorausge.setzt haben, daß sich ein 
, normaler' Enzymgehalt eines Stammes von Mikroorganismen mit solcher Genauig- 
keit angeben läßt.“ Dazu bemerkt H. v. Eurer einschränkend: ,,Es muß hier hervor- 
gehoben werden, daß von der Konstanz einer Enzymwirkung in lebenden Zellen 
von Mikroorganismen nur insofern gesprochen werden kann, als diese Zellen die 
gleiche oder annähernd gleiche Vorgeschichte besitzen, besonders unter vergleichbaren 
Kulturbedingungen, Zusammensetzung der Nährlösung, Temperatur, Acidität ge- 
wachsen sind.“ 

^ II. v. Eurer, ,, Chemie der Enzyme", I. Teil, HI. Auf]., München 1925, S. 401. 
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Der für die günstigste Invertinbildung in der Hefe entsclieideiide Umstand ist 
die Art und Weise der Gärführung. Die bisher beobachtete Knzymvcrniehrung wird 
weit überholt, wenn man, statt die Hefe in starker Zuckerlösung zu führen, eine 
Gärführung mit minimaler Zuckerkonzentration anwendet. Wenn auch 


Tabelle 2. 

Invertinvermehrung bei (järfülirung mit geringster Zuekerkonzentratioii. 


! Zeitwert der I l'jreichte Zeitwerte während der OärführutiK 

Ausgangshefe ! „ • , , .7 , 

Zwiscbcnüostimmunß iMUi 


I ! 

148 

3 Stunden 4o3'c 

) Zucker 36 

17.5 

8.5 i 

2 ‘ 

165 

.3 .. .30 . 

42 

15 

TI 

.3 

216 

' . 37 : 45 . 

41 

18 

12 

4 

278 

: 3 .. 40 . 

41 

19 

14.7 

5 ' 

290 

l 7 : >. 20 , 

, .. Sö 

21 

13.8 


der lebende Pilz je nach seinem spezifischen Knergiezustand sich von Fall zu Fall 
etwas [163] verschieden verhält, so ist das neue Verfahren doch gut reproduzierbar. 
In 2 bis 3 Stunden mit 20 bis 30% Zucker werden die bis vor kurzem besten Zeitwerte 
erreicht, in einem Tag die Phidwerte des Invertingehaltes, nämlich Zeitwerte zwischen 
15 und 22, also 16 fach bessere als bei unserem bisherigen Ausgaiigsmaterial. Einige 
Beispiele sind in der voranstehenden Übersicht angeführt. 

Merkwürdige Aufschlüsse über die Enzymbildung in der Tiefe gewährt uns der 
Vergleich zwischen dem Anwachsen des Invertingehaltes und der Änderung anderer, 
der Messung zugänglicher enzymatischer Ueistungen. Es war aus den Untersuchungen 
von H. v. EuuvR, D. Johansson und O. vSvANnKRO .schon bekannt, daß mit dem 
Invertinzuwachs keine Zunahme an Gärkraft einhergeht. Auch in unsern Versuchen 
blieb das Gärvermögen bei höherem Anwachsen des Invertingehalts unverändert. 
Aber auch die einfachen Hefeenzyme machen die Anreicherung der vSaccharasc nicht 
mit. Wir finden die Malta.se (A-Glucosidasc) nur um ein geringes vermehrt, /)’-Glucosi- 
dase am Ende des Versuchs, wie zu Beginn, fehlend, die proteolytischen Enzyme, 
abweichend von den Folgerungen, die H. v. EukKR und K. G. Dkrnby^ aus der Ge- 
schwindigkeit der Hefeautolyse zogen, so gut wie unverändert. Das Verhältnis der 
Saccharase zu den sie begleitenden Enzymen wird also fast in dem Maße ihrer An- 
reicherung verbc.ssert. 

Die spezifische Zunahme der Saccharase und ihre Abhängigkeit von der möglichst 
geringen Zuckerzufuhr bei der Gärführung liefert Anhaltspunkte hinsichtlich des 
Vorgangs der Enzymbildung in der gärenden Hefe. 

Da.s neubearbeitete Handbuch ,,I)ic Fermente und ihre Wirkungen“ von C. OpfknihvIMKR 
schreibt* über die.se Frage: ,,Wie aus den Arbeiten von Fkrnbacii und besonders den modernen 
Arbeiten von Fubkr und IMetsknhkimkr hervorgeht, ist die Produktion der norimden Fermente 
ini ganzen überhaupt vom Ernährungszustände abhängig. Werden die Zellen gut ernährt, so bilden 
sie auch kräftige Fermente.“ Die Erfahrungen mit der BrauereÜiefe widersprechen dieser Ansicht. 
[164] Das Handbuch führt ferner aus einer älteren Euler.schen Arbeit an‘): ,, Durch Züchtung 
^mf stick.stofflialtiger (Eindnerschcr) Nährlösung wird nicht nur die Invertasebildung gesteigert, 
sondern alle vitalen Proze.sse.“ Die .selektive Zunahme der Saccharase steht damit nicht in Ein- 

* Die.se Zs. Bd. 89, vS. 408 [1914], und zwar S. 416. ’S. 420. ') S. 548. 

50* 
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klang. In einer neueren Untersuchnng kommt H. v. Kur, KR indessen zn der Anffassung^ ,,daß es 
sich hierbei nni eine Synthese handelt, zn welcher die durch die Chirnng zu liefernde l'hiergie 
ebenso notwendig ist, wie überhaupt zur liildmig von Protoplasma in Tlefczcllen“. Außer der 
Beziehung zur Gärnngsenergie, die gewiß keine einfache ist, sucht H. v. Kui.KR einen Zusammen- 
hang der Invertinbildung mit dem Wachstunisvorgang aufb ,, Dabei hat sich gezeigt, daß diese 
\erinehrung des Knzymgehalts mit der Wachstumsfähigkeit der Zelle zusammenhängt, indem 
die Zellen ihren normalen vSaccharasegehalt nur während der Periode der Vermehrung über- 
schreiten.“ Kille Ihnschränkung die.ser Betrachtung dürfte aber in folgender Darstellung von 
II. V. liegen: ,,Daß die Knzymbildung mit dem Wachstum keineswegs parallel zu gehen 

liraucht, zeigten die Versuche von CramivR und Paul So verläuft nach Cramkrs Versuchen die 
Invertasebildung in einer lactosehaltigeii Nährlösung, in der nur sehr geringes Wachstum statt- 
findet, (Quantitativ eben.so, wie in einer Glucoselö.sung, in der sich die Zellen normal vermehren. 
Andererseits kommt, wie J()1IANS.S(JN und Palm festgeslellt haben, nicht .selten Wachstum ohne 
Ivnzymbildung vor. ‘ ' 

Die Hefe bildet Invertin am schnellsten und reicliliclisten, wenn sie, geeigneten 
physiologischen Zustand vorausgesetzt, irgend einen Zucker bei minimaler Konzen- 
tration vergärt. Die Enzymbildung ist in überraschendem Maße selektiv. Es liegt 
also nicht einfach erhöhte Vitalität vor. Durch die Darbietung gärbaren Zuckers 
wird auf die Hefe ein Reiz au.sgeübt, sie .scheint dadurch in einen Zustand der Gär- 
bcrcitschaft versetzt zu werden. In die.sem Zustand empfängt sie dauernd eine 
im Vergleich zu den üblichen Gärbedingungen nur geringe Menge von Zuckermolekülen. 
Unter den Bedingungen unserer Methode treten in eine Hefezelle in der Sekunde 
etwa 1,3 X io 7 Moleküle Rohrzucker ein, um vergoren zu werden, während unter 
den Bedingungen der Gärführung nach H. v. Eukhu (Tab. i, Nr. 8) der einzelnen 
Hefezelle i,o x lo^- Zuckernioleküle dargeboten werden. 

[165] Da bei geringer Zuckerzufuhr mehr Invertin neugebildct wird als bei reicli- 
licher, so scheint es der Erregungszustand bei der limitierten Gärung zu sein, welcher 
der Enzymneubildung zugute kommt. Pane ebenso rätselhafte wie wichtige Erschei- 
nung ist die V’^ereinzelung, mit der die Hefe eben die vSaccharase vermehrt. Diese 
nimmt im enzymatischen Apparat des Pilzes eine Ausnahmestellung ein. 

Invertinbildung während der Autolyse. 

Das von der quantitativen Bestimmung angezeigte Invertin in der geführten 
Hefe ist wirklich vorhandene Enzymmenge. Es gelingt mit geeigneten Verfahren 
der Autolyse das nachgewiesene Invertin in einer Ausbeute von 90 bis 100 % in einem 
Tage oder sogar in einem halben zu isolieren. In unserer ersten Arbeit über Invertin 
waren wir der merkwürdigen PDrscheinung begegnet 0 , daß die Ausbeute an Invertin 
oft größer ist als der Invertingehalt der Hefe. vSie betrug in manchen I'ällen 130 bis 
205 % . Der Enzymzuwachs trat namentlich ein bei Autolyse unter Zusatz von Ammon- 
phosQ^hat. Auch bei der Isolierung von Maltase^) wurde eine derartige Zunahme 

^ Bioclunii. Z.s. Bd. <S5, »S. 406 [1917], und zwar vS. 407. 

3 Clieni. Ber. Bd. 55, S. 45S3 [1922], und zwar S. 3596. 

Bioc'heni. Zs. Bd. 85, 8.4(7 und zwar 8.408 bis 400. 

q R. \\ ILLSTÄTTKR und P'. Rackk, 1 . Abli. Zur Kenntnis des Invertins, Ami. d. Clieni. 
Bd. 425, vS. T [1920/21], und zwar z. B. vS. 35, 46 u. 47. 

q R. WiLLSTÄTTER und W. vSteibklt, Die.se Zs. Bd. iii, vS. 157 [1920], und zwar 8. 169; 
Bd. II 5, 8. 199 [1921], und zwar 8. 204 u. 210. 
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beobachtet; die Ausbeuten waren „mitunter über die Menge in der Hefe weit liinaus- 
geliend“. Bei der Bestimmung von Maltase in maltasearmen Hefen mußte wegen 
der langen Bestimmungsdauer der Knzymzuwaclis berücksichtigt werden: „In solchen 
Bällen werden für eine solche Hefe zwei Zeitwerte verzeichnet: ein durch Extra- 
polieren für den Zeitpunkt des Bestimmungsanfangs abgeleiteter und ein für das Ende 
der Bestimmungsdauer gefundener", z. B. 230 und 125. 

Auf diese Erscheinung fällt nun Licht durch die Erfahrungen über Eärung mit 
ininimaler Zuckerkonzentration. Die Bedingungen solcher Gärung sind bei der soge- 
nannten vSelbstgärung in der Zelle gegeben während der langsamen Abtötung [166] der 
mit Wasser verdünnten Hefe bei dem Verfahren der InvertinfreilcgungL „Die frische 
Preßhefe wird in das gleiche bis doppelte Volumen Wasser eingetragen, mit 5 bis 
10% ihres Gewichtes an Toluol vermischt und nach kräftigem Durchschütteln, das 
man alle Tage wiederholt, bei Zimmertemperatur 4 Ins 7 Tage der Autolyse über- 
lassen. Nach wenigen vStundeu setzt unter beträchtlicher Gasentwicklung Selbst- 
gärung ein, die bis zum folgenden Tage beendet ist." Die Invertinbildung in diesen 
Bällen ist nicht, wie früher angenommen worden, eine postmortale, sondern sie geht, 
wohl verkoppelt mit der Gärung der Inhaltskohlehydrate, der Abtötung der Hefe 
voraus, ähnlich wie die bei Dialyse von Pflanzenwurzeln beobachtete Peroxydasc- 
bildungL ,,Der Zuwachs der Peroxydase unter den geschilderten Bedingungen be- 
ruht auf der noch fortdauernden Lebemstätigkeit der Pflanzenzelle." 

Experimenteller Teil. 

Invertinbildung durch Gärung bei minimaler Zuckerkonzentration. 

Die in der Einleitung gewürdigten Untersuchungen über Enzynd)ildung in der 
Hefe haben als Methode die Ilefeführung unter Vergärung konzentrierter Zucker- 
lösung bei hoher Temperatur ausgebildet. Von den heftigen Gärungen, die man 
24 Stunden dauern und auslaufen läßt, werden vier aufeinanderfolgende ausgeführt. 
Es sind meistens 2proz. bis mehr als i5proz. Zuckerlösungen, worin die Hefe geführt 
wird, und die alle verhältnismäßig konzentriert zu nennen sind. Dagegen beruht 
unsere Methode der Invertinvernichrung auf Gärführung bei ininimaler Zuckerkon- 
zentration. Von älteren Erfahrungen über die günstigen Einflüsse der hohen Gär- 
temperatur und der Zusätze von mineralischen Nährsalzen sowie Stickstoffverbin- 
dungen wird dabei Nutzen gezogen. 

Neben dem entscheidenden Baktor der niedrigsten Zuckerkonzentration ist noch 
ein zweiter Umstand wichtig, d. i. die [167] Auswahl der Hefe, genauer ihres Ent- 
wieklungszustandes, nämlich die Berücksichtigung des geeigneten Zustandes hin- 
sichtlich ihrer spezifischen Lebensenergie. Das Material von untergäriger Brauerei- 
hefe, das uns bisher für die Arbeiten über Invertin diente, war die zum Verkauf be- 

‘ I. Abli. a. a. O., und zwar S. 53. 

* R. WmrvSTÄTTKR. Ami. cl. Cheiii. lid, 422, vS. 47 [1920], und zwar 8 . 53. 
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stiiniiite Abfalllicfe der Brauerei. ICs hat sich nun gezeigt, daß die von der Reinzucht- 
hefe und der vStanimwtirze der Hefeführung entnommenen Teilstämme sich so lange 
besonders gut zur Enzym Vermehrung eignen, als sie nur wenige oder eine mäßige 
Anzahl von Inihrungen im Brauereibetrieb durchgeniacht haben. Wenn die Teil- 
stänime der Hefe dann eine größere Zahl von Gärungen geleistet haben und durch 
Degenerieren, sei es infolge geringer Gärkraft, sei es wegen schlechten Absitzens für 
die Brauerei untauglich geworden sind, dann kann man damit noch leicht Invertin- 
zunalimen, wie sic bisher beschrieben worden sind oder auch bessere, erzielen, aber 
doch lange nicht so günstige Invertingehalte wie mit Hefen, die für die Brauerei 
noch ganz tauglich sind. Die Bezeichnung der angewandten Hefen z. B. Rc lo/VI 
gibt an, daß der zehnte Tcilstamm der Reinzuchthefe Rc durch sechs Gärungen ge- 
führt worden ist. Die Abfallhcfcn pflegen nach 7 bis 30 Führungen ausgeschaltet zu 
werden. Hefe, die schon für 4 bis 7 Füliruiigen gedient hat, war noch gut geeignet 
für die Invertinanreicherung. Die folgende Tab. 3 zeigt in gleichlaufenden Versuchen, 
die unter ähnlichen Bedingungen wie später beschrieben ausgeführt wurden, die Über- 
legenheit einer gärungstauglichen Hefe gegenüber der Abfallhefe, 

Tabelle 3. Iiivertinanrcicherung in Reinzuchthefe und A])falllicfe. 


Abfallhefc, Zeitwert 417 

liefe Rc lo/VI, Zeitwert 284 

iV: NStunden 30% Zucker 16 1 

FT Stunden 20% Zucker 104 

5'/: .. 70 "0 .. 1^5 

SVj „ 6ü% ,, 45 

TO 110 % ,, 123 

16 ,, 100% ,, 28 

Abfallhefe, Zeitwert 300 

Hefe Rc lofV, Zeitwert 236 

0 vStunden 30% Zucker 95 

<S vStunden 33% Zucker 45 

19 M 48% ,, 71 

n) 53 "« .. 3 ^> 


[168] Die in der Brauerei nur wenige Male geführten Hefen erwiesen sich von An- 
fang an invertinreicher als Hefe nach zahlreichen Führungen. Für die Abfallhefe 
der Föwenbrauerei hatten wir 1918 bis 1920 den durchschnittlichen Invertinzcitwert 341, 
1920 bis 1922 im Durchschnitt 328, 1923^3 1924 ebeaso 331 gefunden. Eine Hefeprobe 
der Reinzuchtführung Rc wies dagegen den günstigen Zeitwert 148 auf. Der Zeit- 
wert verschlechterte sich ini Brauereibetrieb und zwar zu 278 bis 290 im Taufe von 
5 bis 7 Führungen. Der durchschnittliche Wert der verschiedene Male geführten 
Teilstämme betrug 218. 

Reo 15/ir 15/Iir 13/IV 12/IV 12/V 12/VI lo/VI lo/VH 

165 165 187 216 278 230 284 290 

b'ür die Tauglichkeit ist aber nicht der Anfangsinvertingehalt bestimmend; Hefe, 
deren Zeitwert in wenigen Führungen auf 278 bis 290 und zu noch ungünstigeren 
Werten gelangt war, zeigte sich auch noch gut brauchbar. Die vSteigerung der Invertin- 
gehalte solcher Hefen, die aus den Beispielen der Tab. 4 und einem in den Abbil- 
dungen ersichtlichen weiteren Beispiel zu ersehen i.st, beläuft sich auf das 8- bis 15 fache. 
Bei ungünstigen Anfangswerten einer zur Enzymanreicherung tauglichen Hefe steigt 
der Invertingehalt auf das 13- bis 15 fache an, bei Hefen von besonders günstigen 
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Anfangswerten auf das 8- bis lo fache. Uic Führung bei niinimaler Zuckerkonzentration 
ergibt nach 8 bis 24 Stunden, selten schon nach 5 v^tunden, Knd werte von 22 bis 15, 
die sich nicht weiter verbessern lassen. Aber schon nach 3- bis dstündiger Führung 
mit einem Verbrauch von nur 30 bis 40% der Preßhefe an Zucker werden Zeitwerte 
von 40 bis 30 erreicht. Während uns also bisher unvorbehandelte Hefe vom Invertin- 
Zeitwert 300 (Saccharasewert 0,0033) ^ils gutes Ausgangsmaterial gedient hat, steht 
nunmehr nach einer gut reproduzierbaren, kurzen Vorbehandlung liefe vom Zeit- 
wert 20 oder noch invertinreichere (S.W. mindestens 0,05) zur Verfügung. 

Der Temperatureinfluß ist bei der Führung mit minimaler Zuckerkonzentratiou 
geringer als mit hoher. Wie in den Versuchen von H. v. Kulkr und J. Meiskniikimer 
war die Temperatur von etwa 27° die günstigste. Bei 20'’ war das [169] Ergebnis 
in bezug auf die Geschwindigkeit der Invertinvermehrung und hinsichtlich des End- 
wertes etwas weniger gün.stig. Bei hoher Temperatur (32^’) fanden wir abweichend 
von den früheren Autoren einen fast ebenso günstigen Verlauf wie bei 27". Unter 
den Bedingungen der älteren Führung mit hoher Zuckerkonzentration wird die ohne- 
dies zu rasche Gärung noch wesentlich beschleunigt, während die Temperatur- 
erhöhung auf die Gärung bei geringster Zuckerkonzentration wenig Einfluß haben 
kann. 

Auch die Wasserstoffionenkonzentration hat in einem weiteren Bereich keinen 
Einfluß. Wir finden unter unseren Versuchsverhältnissen ein Gebiet von 4,5 
bis 7,0 für die Invertinbildung optimal, während II. v. Ein, kr und 0 . vSyanbrrcF 
mit viel weniger Hefe in einer gegebenen l'lüssigkeitsmenge und mit viel Zucker ein 
Maximum der Enzymbildung bei = 5 bis 6 beobachten. 

Unter den Bedingungen unserer Gärführung erfolgt keine oder nur geringe Hefe- 
vcrniehrung. 

Die Hefelieferungcn wurden zur Aufbewahrung nicht abfiltriert, sondern besser 
im Biere abgekühlt und kalt aufbewahrt; sie blieben unter diesen Umständen 7 bis 
10 Tage ohne Änderung der Zeitwerte und ohne merkliche Änderung des Verhaltens 
brauchbar. 



Abb. I, Abhängigkeit der Iiivertinverniehrung von der Zeit, 

] Diese Zs. Bd. 106, vS. 201 [um], und zwar vS. 235; H. v. Euum, „Chemie der Fnzyme‘‘, 
I- leÜ, 3. Aufl. (München 1925), S. 403. 
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[170] Tabelle 4. Beispiele der Iiivertinaiireiclierung. 

(200 g abgepreßte Hefe von 25 % Troekeiigewielit, geführt bei 27° in 4 1 Flüssigkeit, enthaltend 
8 g KII;P()4, 8 g NH4H:PÜ4, 2 g KNO,, 2 g MgfNOj)! • 6 HjO. Die Zeitangaben beziehen sieh 
auf die Dauer des Rührens. Abtrennung und Krneuerung der Flüssigkeit geschah etwa 3 mal, 
z. B. am ersten Tage nach je 2 bis 3 vStunden. Die Frgebni.s.se sind in Invertingehalten der Hefe 

ausgedrüekt.) 

1. Beispiel, liefe Pr 4/111 vom Zeitwert 402. 

IO Std., 33 % Zucker 1 5 vStd., 43 % Zucker 

Zeitwert 42 Zeitwert 38 

2. Beispiel. Hefe Rc io/\Tl vom Zeitwert 200, 

a) I ’/i Std., 20% 5 vStd., 50% 7 vStd., 60% 17 Std., 95 % 

6(-) 45 .1.1 24 

b) I Vi Std., 20% 14 Std., 55 "0 27 vStd., 105 % 

56 32 21 


3. Beispiel. liefe Rc i2/\’ vom Zeitwert 278. 

3 vStd., 40 % 5 vStd., 6ü% 17 vStd., 85 % 

.)i 31 J 9 

4. Beispiel. Hefe vom Zeitwert 246. 

27 : vStd., 1 5 % 5'/: vStd., 25 % 87 : vStd., 35 % 


5. Beispiel. Hefe Rc 12 IV vom Zeitwert 216. 
37 : vStd., 45 % 4‘,'i vStd., 55 % 14 vStd., 75 % 


41 


6. Beispiel. Hefe Rc o vom Zeitwert 148. 

1 ' /: vStd . , 20 "o 3 Sl( l . , 40 % 17 Std . , 80 % 

63 36 20 


7. Beispiel. Hefe Rc i3/'I\' vom Zeitwert 187. 

a) 2 vStd., 20% 65 vStd., 60% 17 vStd., 80 % 

65 2.| 27 

b) Langdaiiernde Führung. 

2 vStd., 20% 4 yStd., 60 "o 7 vStd., 80% 

63 41 29 

48 Std., 170 % 


19 Std,, 52 % 34 vStd., 69 % 

32 46 

17 vStd., 95 % 28 vStd., 145 % 

18 19 

23 vStd., 97 "o 

17.7 


21 vStd., 110% 27 vStd., 129% 41 Std., 140 
26 23 20 


c) In Abb. I und 2 dargestellt. 

8. Beispiel. Hefe Rc 15/II vom Zeitwert 165. 

a) 3 vStd., 30 % 4 Std., 40 % 6 vStd., % 16 Std., 80 % 22 vStd., 90 % 32 Std., 100 % 

.}2 36 28 24 22 15 

b) Unter starkem Rühren, 

3 Std., 30% 4 Std., .40% 5 Std., 50% 

31 24 19 

c) Unter langsamem Zii.satz der Zuckerlösung. 

5 Std., 25 % 18 vStd., .}2 % 22 Std., 59 % 34 Std., 70% 38 Std., 89 % 

42 30 25 22 17,6 
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Gärführung: 200 g abgepreßte Hefe werden in 4I Nährsalzlösung eingetragen, 
die in einem lo-l-Filtrierstutzcn auf 28'’ vorgewärmt ist. vSie enthält je 8 g primäres 
Kaliumi)hosphat und primäres Ammonphosphat, sowie je 2 g Kaliumnitrat und wasser- 
haltiges Magnesiumnitrat. Die Flüssigkeit wird mit mechanischer Rührung in starker 
Bewegung gehalten. Das Gefäß befindet sich in einem elektrisch geheizten Bade, 
das die Temperatur während der Versuchsdauer auf 27° hält. 20])roz, Rohrzuckei- 
lösung tropft aus einer tubulierten Flasche durch eine Capillare ein und zwar so, daß 
100 ccm Fösung (10% Zucker bezogen auf das Gewicht der abgepreßten Hefe) in einer 
Stunde einfließen. Nach je 2 bis 3 Stunden trennt man zweckmäßig die Hefe von der 
alkoholhaltigen Flüssigkeit und erneuert die Nährlösung. :\Ian kann nach den ersten 
2 Stunden noch leicht dekantieren, nach einer Führung von 3 Stunden gewöhnlich 
nicht mehr, oder nur manchmal auf Zusatz von kaltem Wasser. Dann pflegen wir 
die Abtrennung mit der Zentrifuge auszuführen, zweckmäßig mit einer Überlauf- 
zentrifuge von Haubüi.d. Zumeist wird die Führung so vorgenommen, daß in 5 bis 
8 Stunden 50 bis 80% Zucker eintropfen, sodann durch eine engere Capillare weitere 
10 bis 20% über Nacht. Die übliche Versuchsdauer beträgt etwa 17 Stunden, die 
günstigsten Werte wurden allerdings erst nach noch etwas längerer Führung erreicht 
(vgl. die Beispiele 8 a und 8 c). 

Bei der beschriebenen Gärführung bleibt die Hefe bis [173] Ende der üblichen 
Versuchszeit in sehr gutem Zustand; sie behält normalen Geruch und sie setzt sich 
nach kurzen Gärungen oft ebenso gut wie zu Anfang ab. Die Invertingehalte zeigen 
nach Erreichung der besten Zeitwerte im allgemeinen einen ganz langsamen Rückgang, 
der nicht weitgehend zu sein pflegt und geringer ist, als bei den von J. Mkiskniieimer 
beschriebenen 4 bis 5 Tage und noch länger dauernden starken Gärungen . 

Einige Beispiele der Tab. 4 zeigen folgende Verschlechterung der Invertin 
Zeitwerte : 

Ik-ispiel 5 I «dspicl 7 a , , Ikispid 7 b 

17 Stunden, iS | 6,5 Stunden, 24 , 22 vStunden, 22 41 vStunden, 20 

28 ,, 19 17 „ 27 24 26 4*'^ >' “3 

' Aus den Angaben von J. MkiskmikimKR und l. vSKMrKR (Biocliein. Zs. Bd. 67, S. 374 G914]) 
berechnen wir sinkende Invertingehalte zinii Beispiel von Hefezeitwert 58 zuruckgehend auf 80. 
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R. Wii^STÄTTiiR, Cii. D. Lowtiy jr. und K. ScumviDRR: 


Es kommt daher bei günstigen Führungen vor, daß das Optimum des Invertin- 
gehaltes in die Beobachtungspause der Nachtzeit fällt. 

Bei dem Rückgang der Knzymgehalte ließ sich in der phosphathaltigen Außen- 
flüssigkeit Invertin nachweisen, in einem Fälle etwa die Hälfte der Menge, welche 
die Hefe nach Erreichung des optimalen Wertes verloren hatte. In einem anderen 
Falle, bei einem Zeitwert von 19,4 nach 18,4 beim Aufbewahren über Nacht in Wasser, 
wurde etwa die ganze der Hefe fehlende Invertinmenge in der Außenflüssigkeit nach- 
gewiesen. 

Mit den in der Vorschrift angegebenen Zuckermengen war der Erfolg der beste. 
Beim Zutropfen der doppelten Zuckermengen in denselben Zeiten w^ar der Enzym- 
zuwachs nicht höher, w^eniger Zucker war unzureichend. 


Zeitwerte von Tiefe Rc loA'l (Anfangszeitwert 284). 


Versuclisdauer 

I Sld. 

3 Sld. 

5'/» Std. 

i 16 Std, 22 Std. 

Vit gewöhnlicher Zuckermeiige 20%; 100 

40%; 57 

do%; 75 

‘ 100%; 27 120%; 25 

Vit doppelter Zuckermengc . 

40%; IIQ 

80 % ; 4<) 

120%; 

200%; 29 — 

Vit halber Zuckernienge . . 

10%; — 

20 ?o; 

57 

; 5 <Uo; 37 - ■ ’ 


Die Erfahrung, daß die Enzymbildung unter den Bedingungen schwacher Gä- 
rungen mehr gefördert wird als bei intensivem Gärverlauf, ist aus vielen vergleichenden 
Versuchen hervorgegangen. Dabei hat es sich gezeigt, daß auch unter [174] den Ver- 
suchsbedingungen von H. V. Euler sowie von J. Melsenheimer etwas bessere In- 
vertinzeitwerte erreicht werden können, wenn das Erfordernis eines günstigen Energie- 
zustandes der Hefe erfüllt ist. 

Mit einem gut brauchbaren Hefematerial Rc 13/IV verglichen wir die Gärung 
mit zutropfender Zuckerlösung und stündlichem Einträgen von 10% Zucker. In 
letzterem Falle war der Invertinzuwachs beim Zeitwerte 50 in etwa derselben Zeit 
beendet, die zur Erzielung eines viel günstigeren Invertin wertes nach der neuen Methode 


hinreichte. 

2 std., 

20% Zucker 

4 bis 5 Std., 
40% Zucker 

6 bis 7 vStd., 
60% Zucker 

Vit zutropfendcni Zucker 



24 

Stündlich 10% 

76 

52 

5 « 


Die von J. Meisenheimer geprüfte Methodik von H. v. Euler und D. Johansson, 
die in der. Untersuchung von J. jMeisenheimer, St. Gambarjan und U. Semper die 
günstigsten Zeitwerte (42 und 47) ergeben hatte, führte mit unseren besten Hefc- 
proben Rc 15/II und Rc 15/III in 70 Stunden mit 200% Zucker zum Zeitwert 42, 
während wir mit 50 bis 100% Zucker in 5 bis 32 vStunden zu Invertinzeitwerten von 
15, 18, 19 und 20 gelangen konnten. 

5 g Hefe Rc 15/II und Rc 15/III wurden in 500 ccm Nährlösung, enthaltend 10 g Zucker, 
2,5 g Kir:l’Ü4, 0,12 g MgvS()4 ■ 7 H2O und 2 g Asparagiii, bei 28'’ gefiilirt. Nach 70 Stunden be- 
trugen die Zeitwerte 42,5 und 42,2. 

Wie in den älteren Versuchen, so läßt sich in unserem Verfahren der Rohrzucker 
durch Traubenzucker ohne Änderung [175] der Geschwindigkeit und des Endwertes 
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der Invertinbildung ersetzen. Mit rohem Rübenzucker war das Ergebnis etwas un- 
günstiger als mit gereinigtem. Mit Malzzucker wurde geringerer Invertinzuwaclis 
gefunden als mit Rohrzucker. Ractose ist für die Invertinbildung unbrauchbar, im 
Gemisch mit Rohrzucker ist sie ohne Einfluß; auch Glycerin ist nutzlos 


Zälwt-rtc bei ^leichiaufender 
Giirfüliiun^' 

41 31 IO 

47 3 -i 21 

4-i 2S 24 

43 24 24 

5 « — 

Ragerung der Ausgangshefen in konzentrierter Zuckerlösung oder in verdünnter 
Phosphat- und Nitratlösung bewirkte wohl einiges Ansteigen der Invertingehaltc. 
Die Vorbehandlung mit Zuckerlösung hat aber auf die Invertinbildung bei nach- 
folgender Gärführung einen ungünstigen Einfluß, nicht die mit Phosphat. 

• Hefen, die zu Invertin werten von 27 bis 20 geführt waren, ließen sich durch 
Ragern während einiger Stunden in 5oproz. Glucose- oder Saccharoselösung um 2 bis 
5 Panheiten des Zeitwertes verbessern. 

liefe Re 12/V vom Zeitwert 24 verhe.s.serte sieh in 2 Beispielen in 3 Stnnden zu 21 und weiter 
zu 20 und 19. Re 12/VI vom Zeitwert 27 ergab 24, Re 13/IV vom Zeitwert 27 ergab 22. Re 15/ITI 
vom Zeitwert 20 ergab 18. 

Andererseits waren die zu den höchsten Invertingehalten geführten Ilefeproben 
sehr empfindlich; sic zeigten unter denselben Bedingungen Rückgang, z. B. von 18 
auf 20 und 28. 

Ähnliches Verhalten beobachteten wir beim Ragern der invertinreichen Hefen 
bei 20 ° in der alkoholhaltigen Nährsalzlösung. In einem bis zwei und vier Tagen ver- 
besserten sich Zeitwerte von 27 und 25 und 22 auf 19 bzw. 21 und 20. Auch beim 
Ragern in Wasser kamen, vielleicht nur durch Exosmose von Inhaltsstoffen der Hefe, 
kleine [176] Zeitwertverbesserungen vor. Aber diese Erscheinung ist unsicher, wie 
die Zunahme in konzentrierter Zuckerlösung, Panige Ilefeproben waren empfindlich, 
nämlich solche vom Zeitwert 15 und 17,4 verschlechterten sich schon in einem halben 
und ganzen Tag zu 21 bzw. 27. 

Die im beschriebenen Verfahren angeratene wiederholte Abtrennung der Hefe 
von der alkoholhaltigen Nährlösung hat einen günstigen Einfluß, der derttlich, wenn 
auch nicht bedeutend ist. Bequemer ist das Verfahren ohne Unterbrechung durch 
Dekantieren oder Abzentrifugieren der Hefe. Die Invertinzunahme ist aber dann etwas 
geringer als unter den angegebenen Bedingungen. Die nachteilige Wirkung der alkohol- 
haltigen Außenflüssigkeit scheint hauptsächlich auf ihrem Alkoholgehalt zu beruhen. 
Setzt man nämlich jedesmal nach dem Dekantieren die dem vergorenen Zucker ent- 
sprechende Alkoholnienge zur neuen Nährlösung hinzu, so bleibt die Invertinver- 
inehrung auch etwas hinter dem unter üblichen Bedingungen ausgeführten Vergleichs- 
versuch zurück. 


Hefe Rc 12W 


liefe Rc 15/II 


[ mit Saccharose 
[ mit (.'.lucose 
mit Saccharose 
mit (Bucose 
, mit Maltose 
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K. \Virj,STÄTTER, Ch. D. Lowry jr. und K. vSciinkidicr: 


In der angewandten Nährlösung haben die Mineralsalze günstige Wirkung. Mit 
Kalium- und Ammoniumphosphat ohne die Nitrate scheint das Ergebnis nur um ein 
geringes ungünstiger zu sein, Vermehrung der Phosphatmengc ist ohne Einfluß. Durch 
Weglassen der vStickstoffverbindungen wird die Enzymbildung benachteiligt; aber 
Zusatz organischer vStickstoffverbindungen zum angewandten Ammoniumphosphat 
(gegebenenfalls zusammen mit Nitrat), nämlich von Harnstoff, Glykokoll, Pepton 
oder Nuclcinsäure, waren ohne Nutzen, sie schienen sogar den Invertinzuwachs zu 
hemmen. 


Andere Enzymgehalte während des Invertinzuwachses. 

M a 1 1 a s e. 

Pür die Bestimmung des Maltasegehaltes in der Hefe haben R. WiiJvSTÄTTJvR 
und W. vStkibru'^ eine Methode geschaffen, die auf Abtötung und Verflüssigung 
der Hefe durch [177] Essigester, Neutralisation der gebildeten vSäurc und lunstcllung 
des für ]\Ialtase günstigen /)jj -- 6,8 beruht. Verschiedene nach diesem Verfahren 
analysierte Münchener Brauereihefen zeigten im Maltasegehalt viel größere Diffe- 
renzen als die im Invertingehalt vorkonimenden. Die Maltasezcitwerte der unter- 
suchten untergärigen Bierhefen lagen zwischen 29 und 195, diejenigen der Eöwen- 
brauereihefen betrugen ungefähr 29 bis 33. 

In unseren Versuchen wurde der Gang der Maltasezcitwerte während der weit- 
gehenden Saccharasevermehrung verfolgt und zwar genau nach der Bcstimmungs- 
weise von R. Wirrstättkr und W. vStpubert, die sich bewährt hat. Die zur Invertin- 
anreicherung geeignetsten Hefeproben, deren Anfangsinvertingehalte besonders günstig 
waren, wiesen Anfangsmaltasegehalte auf, welche die früher beobachteten nicht über- 
trafen (nämlich 25 bis 39). Bei der Gärführung mit niedrigster Zuckerkonzentration 
und zwar mit Rohrzucker oder Traubenzucker oder Malzzucker liat sich dann ergeben, 
daß während der etwa 10 fachen Verbesserung des Invertingehaltes die Maltase öfters 
ein wenig zunalim, z. B. um ^5 bis 1/5, nämlich um ^/s, wenn der Anfangswert schon 
hoch war (25), um 4/5, wenn der Anfangswert weniger günstig war (39). Die günstigsten 
Maltasezcitwerte, die in den Versuchen der Enzymbildung erreicht wurden, liegen 
zwischen 17 und 20. Die Maltasezunahme ist also verhältnismäßig gering. 


Tabelle 5. Vergleich von Maltase- und Saccharasezuwachs. 



Anfangszdtwcrtc für 

Invertin ' M.-iItasc 

Zeitwerte tiac) 

nach einigen Stumlen 

Invertin i Maltase 

Anreieherting 

nacli einem 

Invertin J 

Tag 

laltas 

Saccharose . . . 

187 

39 

3 « 

1 22 

28 





25 

53 

22 

22 


20 

Glucose 

165 

25 

3 <^ 

1 

24 


27 

Maltose 

165 

25 

5 « 

! 24 

63 


45 

Malzextrakt , . . 

165 

25 

40 

! 17 

32 


20 


‘ Diese Zs. Bd. iii, vS. 157 [1920], und zwar vS. 168. 
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[178] /^ - G 1 u c o s i d a s e. 

Die Wirkung des in nnsern Bierlicfcn selten und speärlich anzntreffenden Enzyms* 
versuchten wir mit vSalicin als vSubstrat unter den von R. Wiu,vSTÄttkr und G. Oppkn- 
HKIMKR- sowie R. WiiXvSTÄTTER, R. KuHN und H. vSopotka^ angegebenen Bedin- 
gungen zu bestimmen, nämlich bei /)h - 4 - 4 . bei 30 ^ mit o,02n-Salieinlösung und 
zwar mit der einem Gramm getrockneter Hefe entsinechenden Menge der abgepreßten 
Hefe in 100 ccm Glucosidlösung. Die Reaktionszeit betrug 4, 6 und 17 Stunden. Die 
Hefe untersuchten wir entweder so wie bei der Saccharasebestimmung durch Ein- 
wirkung frischer Hefe auf das Substrat, oder genau wie bei der Maltasebcstimmung 
nach rascher Abtötung. Angewandt wairden die Hefen Rc 15/II und Rc 15/ni vor 
der Gärführung und nach Enzymanreicherung zu Invertinzeit werten von 17,4 und 
i(),7. In keinem dieser Fälle gelang es, /)-Glucosidase nachzuweisen. Die Wrmehrung 
der Enzyme in der Hefe erstreckt sich also nicht auf die //-Glucosidase. 


P r o t e a s e. 

Die proteolytische Wirkung der Hefe, für die es noch wenig Material quantitativen 
Vergleichs gibt, wurde von Herrn Dr. W. Grassmann in Versuchen geprüft, die zu 
einer später zu veröffentlichenden Untersuchung über Hefetrypsin gehören. Die 
tryptische Wirkung läßt sich nicht mit unveränderter Hefe messen; sie wurde viel- 
mehr mit Autolysaten bestimmt, die mit quantitativen Invertinausbeuten dargestellt 
waren, und zwar unter Anwendung von 0,5 bis 4 ccm Autolysat mit 0,2 g Pepton 
in 10 ccm vSpaltungsansatz während 24 Stunden bei 40*". Günstige Acidität wurde 
mit I ccm mol/3-Phosphatpuffer von 6,5 eingestellt. Die Reaktion wmrde durch 
Titration der [179] Aciditätszunahme mit "/s-Kalilauge gemessen. Zur Beurteilung 
des proteolytischen Wertes diente ein gut wirksames Autolysat (dargestellt bei saurer 
Reaktion, gealtert) als Standard: 

ccm Aulolysat 0,5 1,0 2,0 4,0 

Spaltung (ccm ’75-KOII) .... 2,6b 3,20 4,18 4,48 

Die zumeist angew^andte Hefe Rc lo/VI ergab durch Autolyse unter Neutrali- 
vSation bei Zimmertemperatur einen etwas günstigeren Wert als das Standardautolysat. 
Nach der Invertinanreicherung (zu Zeitwxnten 35 bis 28) autolysiert, ergab diese 
Hefe Werte der proteolytischen Wirksamkeit, die je nach dem Verfahren der Autolyse 
etwas besser oder schlechter waren als bei der Ausgangshefc. Die von der Art und Weise 
der Hefeverflüssigung und Enzymfreilegung bedingten Ausschläge sind viel größer 


* In Maceration.ssaft von l^lüncliencr Trockciihcfc, allerdings einem nicht gut definierten 
Material, haben C. Nkubkrg und P'. Färber (Biochem. Zs. Bd. 78, S. 264 [1917]) /?-Glucosidase 
nachgewiesen, die in Bierhefe zuerst von R. PiRiA gefunden worden war (Ann. d. Cheni. Bd. 56, 
35 [1845], und zwar S. 67). 
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Tabelle 6. Proteasegehalt bei Tnvertinanreicherung, 




Menge des ang. 
Autolysats 

ccm 

Spaltung 
ccm n/i-KOII 

! Äquiv. ccm 
des Standard- 
atjtolysats 

Protcol. Wir- 
kung, in Proz. 
des Standard - 
autolysats 

Ausgangshefe, Zeitwert 284 . 
bei 30" verfb, bei i8‘’ 

aut 

I 

3.51 

1,24 

124 

I. Gärführimg, Zeitwert 35 





a) bei 30° verfl. und aut. 


2 

3.^0 

1,48 

74 

b) bei 30° verfl., bei 18° 

aut 

j I 

3,66 

1,48 

148 

c) bei 35® verfl., bei 18° 

aut 

! 2 

3.70 

1,50 

75 

2. Gärführung, Zeitwert 44 i 

bei 35° verfl. und aut. 


' 2 

3>32 

1,02 

51 

3. Gärfülirung, Zeitwert 32,5 



j 


bei 30° verfl. und aut. 



3.57 * 

1,12 

56 

4. Zeitwert 28 




bei 30° verfl. und aut. 


! 2 

4,01 ! 

1 ,90 

95 


als die Unterschiede in der tryptisclien [i8o] Wirkung der Aiisgangshefe und der 
gefidirten invertinreichen Hefe. Proteasezuwachs ist also nicht in nennenswertem 
Maße gefunden worden. 


Gär vermögen. 

In den Versuchen von H. v. EubKR und L). Johansson^ sowie von 0. Svan- 
BERG^ war teils eine Verminderung, teils eine geringe Verbesserung der Gärkraft 
zutage getreten, als man den Invertingehalt der Hefe auf das 3- bis 5 fache, auf Zeit- 
werte von schätzungsweise 100 steigerte. Die nach dem neuen Verfahren zu hohem 
Ansteigen des Invertingehaltes geführten Hefen blieben in ihrem Gärvermögen un- 
verändert. Vergleichsweise wurden die Halbgärzeiten nach R. Wiet.stätter und 
W. vStetbeet^ bei 30° unter ständigem vSchütteln im Thermostaten mit der 0,2 g 
Trockenliefe entsprechenden Menge frischer Hefe in 20 ccm 5proz. Olucoselösung be- 
stimmt. Die Halbgärzeit, für die in einer früheren Probe von Uöwenbräuhefe 80 ge- 
funden worden, bewegte sich vom Anfang bis zum Plnde der Invertinsteigerung zwischen 
112 und 141. 


Hde Rc 15/II 

2 Stunden mit 20 % Zucker gef. 
4 40% 

1 , , , 96 % 


Iiiv.-Zcitw. 165 

49 

35 

20 


Halhgärzeit 112 Min. 

123 „ 

141 .. 

112 ,, 


Bei dieser Untersuchung hat uns der Vorstand des Gärungslaboratoriunis der 
lyöwenbrauerei München, Herr Dr. B. Bergdolt, seine freundliche entgegenkommende 
Unterstützung geliehen, wofür wir ihm zu Dank verjiflichtet sind. 

Auch sprechen wir unsern Dank Herrn Gerhard Künstner aus, der uns bei 
unseren Versuchen aufs beste unterstützt hat. 

^ Dic.se Zs. Bd. 78, vS. 246 [1912]. * Diese Zs. Bd 109, S. 65 [1920]. 

3 Die.se Zs. Bd. 115, vS. 211 [1921], und zwar vS. 219. 
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55. ZUR KENNTNIS DES INVERTINS. 

Von Richard Willstätter, Karl Schneider und Eugen Bamann. 

Zehnte Abhandlung. 

(Mitteilung aus dem Cliemischen Laboratorium der BayerLschen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

Mit I Abbildung ini Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 6. Mai 1025.) 

Einleitung. 

Für die Trciinmig der vSaccliarase von den andern Bestandteilen der Autolysate 
kennt man keine chemische Methode. Es ist in unseren vorangegangenen Arbeiten 
nur mit Adsorptionsniethoden gelungen, den Reinheitsgrad des Enzyms beträchtlich 
zu steigern und zwar auf das 20 fache der enzymatischen Konzentration, die nach 
den noch weniger auswählenden, älteren Verfahren der Fällung durch Alkohol, der 
Abtrennung von Fremdkörpern durch Bleiacetat und durch Dialyse zu erzielen war. 
Mit Invertin vom vSaccharasewert 5,9 bis 6,7 (Zeitwert 0,17 bis 0,15) hat sich die 
präparative Arbeit dem erreichbaren Ziele genähert. Ein solches Präparat ist zu- 
sammengesetzt aus: 

a) Enzymatischer vSubstanz, nämlich Saccharase selbst, weiteren polyosen- und 
glucosidespaltenden und anderen Enzymen und aus Substanzen, die den aktiven 
Enzymen am nächsten verwandt sind, nachweislich Zersetzungsprodukten (inakti- 
viertem Enzym) und wahrscheinlich Vorstufen. Für die Abtrennung der einem Enzym 
am nächsten verwandten vStoffe ist die Adsorptionsmethode bisher noch wenig aus- 
gebildet. 

b) Fremden Stoffen, die vom Zerfall des Hefcprotoplasmas [249] herrühren. 
Sie üben eine Schutzwirkung auf das Invertin aus, mit dem sie adsorptiv Zusammen- 
hängen. Obwohl nicht die einzelnen Begleitstoffe, wie Hefegummi, Tryptophanpeptid 
oder Tyrosinpeptid, eine spezifische Bedeutung haben und das Enzym ihre Gesell- 
schaft zu wechseln vermag, so hat doch ihre Abtrennung Beständigkeitssturz oder 
-abnahme zur Folge. „Die Kunst der Arbeit wird es .sein, das Minimum von Schutz- 
stoffen aufzusuchen, womit die Saccharase bei unverminderter Aktivität gehalten 
werden kann.“ 
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R. Wii,i,stäTXi-:r, K. vSchnUidKr und K. Bamann: 


Obwohl die Saccharase, wie sie bisher beschrieben wurde, noch lange nicht aus 
reiner Substanz der Gruppe a) besteht, führt die Adsorptionsmethode, so lange nicht 
neue Verfeinerungen zu Hilfe kommen, nicht weiter, weil sie für die Abtrennung 
sogar von ganz fremdartigen Stoffen, geschweige von enzymartigen, nicht genügend 
auswählend ist. Wenn Invertin z. B. eine sehr starke Beimischung von Tryptophan- 
peptid niitschlcppt (9,2% Tryptophan), zeigt es gegen Tonerde (vgl. die VII. und 
VIII. Abh.) das Adsorptionsverhalten eines homogenen Stoffes. Gewisse adsorptiv 
zusammenhängende Gemische verhalten sich bei den Adsorptionsvorgängen wie ein- 
heitliche chemische Verbindungen. 

Für die Darstellung des Invertins bedeutet es eine günstige Grundlage, 
wenn cs gelingt, das Verhältnis der Saccharase zu anderer enzymartiger Substanz 
zu verbessern. Dies ist der Sinn der im folgenden versuchten Anwendung invertin- 
reicher Hefe. Sie beruht auf der Erkenntnis umserer IX. Abhandlung, daß bei der 
hohen Anreicherung des Invertins unter den Bedingungen geeigneter Gärführung, 
wobei das 10- bis 20 fache des Invertingehaltcs gewöhnlicher Hefe erreicht wird, 
andere Enzyme, wie Maltasc, Tr^’psin, Enzyme des Zymasekomplexes u. a. nur geringen 
oder gar keinen Zuwachs erfahren. Die dadurch bedingte wesentliche Verschiebung 
des Verhältnisses von Saccharase zu anderen Stoffen der Gruj)pe a) wird noch durch 
ein in dieser Arbeit beschriebenes neues Verfahren der Autolyse verbessert, das zu 
Invertinlösungen von großer Beständigkeit führt. Dadurch wird erreicht, daß sich 
der Saccharase auch bei länger dauernden Operationen mit [250] gereinigten Prä- 
paraten, z. B. bei der Dialy.se, nur wenig zerstörtes Enzym beimischt. 

Auf das neuartige IMaterial der Hefe vom Zeitwert 20 sind die bisher ausgearbeiteten 
Verfahren der Autolyse nicht mit gleichmäßigem Erfolg anwendbar. Die Freilegung 
nimmt einen günstigeren Verlauf, wenn die Hefe unverdünnt durch Behandlung mit 
Toluol abgetötet und dann vom ausgetretenen Verflüssigungssaft abgetrennt wird. 
Diese fraktionierte Autolyse, bei 30® weitergeführt, liefert Autolysate, deren Saccharase- 
konzentration 4- bis 8 mal größer Ist als die der angewandten Hefen, während bisher 
der tibergang vom Pilz in das Autolysat die enzymatische Konzentration nur aufs 
doppelte bis höchstens dreifache gesteigert hatte. Die Invertinlösungen aus der frak- 
tionierten Freilegung entsprechen nämlich vSaccharasewerten von 0,4 bis 0,2 (Zeit- 
wert 2,5 bis 5), die allein durch Dialyse bis auf 1,82 (Zeitwert 0,55) ansteigen. Während 
in der gewöhnlichen Bierhefe auf i vS.E. 1100 mg Hefegummi und 150 mg Tryptophan 
treffen, sind in den neuen Autolysaten auf i vS.E. nur 8 mg Hefegummi und 2,5 mg 
Tryptophan, nach der Dialy.se 0,34 mg Tryptophan enthalten. 

Aus den verbesserten Autolysaten lassen sich ohne die bisher erforderlichen 
Prozes.se der Alterung, der Fällung durch Alkohol usw. unmittelbar mit einer einzigen 
Adsorption an Kaolin Invertinpräparatc vom S.W. 5,5 (Zeitwert 0,18) gewinnen, die 
also den bisher besten an vSaccharasekonzentration nahestehen und sie an Beständig- 
keit erheblich übertreffen. In ihnen dürfte bei gleichem Reinheitsgrad der Anteil 
an begleitender enzymartiger Substanz stark vermindert, der Anteil an FTemdstoffen 
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erhöht sein. Wiederholte Anwendung der Tonerde- oder Kaoliiiadsorption unter den 
üblichen Bedingungen bewirkte ini allgemeinen keine Steigerung des Reinheitsgrades. 
Nur vereinzelt eigneten sich .solche Präparate für Verbesserungen der Adsorptions- 
verfahren in bezug auf ihre selektive Wirkung. Dabei erhöhte sich der Sacchara.se- 
wert über den bisher günstigsten Wert um 28% hinaus, nämlich auf 8,55 (Zeitwert 
0,117). Da sich in einem solchen Enzymi)räparat noch ein Ballast von 8,6 % Tryploi)han 
nachweisen läßt, das nicht [251] als .solches, sondern als Peptidkomponente Vorkommen 
dürfte, so mag leicht die Beimischung enzymfremder Substanz in dem besten Saccharase- 
präparat zum Beispiel die Hälfte ausmachen. 


Experimenteller Teil. 

I. Analytische Beschreibung der Hefen und Autolysate. 

A. Hefegummi. 

T. ßcstimmuni^ des Hefegummis. 

Die analytische Methode .soll für die Bestimmung des Hefegummis in Hefen 
und in Invertinpräparaten, besonders häufig in Hefeautolysaten dienen, die auch 
reduzierende Zucker, Proteinsubstanzen, Phosphate u. a. enthalten. Sie beruht auf 
der von K. Saucowski ' entdeckten Fällung des Hefegummis mit Fehlingscher T.ösung. 
Zur quantitativen Bestimmung hat Saucowski den Niederschlag in verdünnter Salz- 
säure aufgelöst und den freien Gummi mit Alkohol nochmals gefällt. Einige Ab- 
änderungen waren angezeigt wegen des Gehaltes der Autolysate, namentlich der unter 
Verflüssigung mit Chloroform gewonnenen, an reduzierenden Zuckern, wegen des 
mitunter beobachteten Mitgehens von Kupferphosphat auch in den umgeschiedenen 
Niederschlag und wegen des Anhaftens von Weinsäure an deiiLsclben. Die rohe Hefe- 
gumnii-Kupferverbindung zu wägen, wie es bei J. Warkany* geschah, erscheint bei 
dem wechselnden und hohen Gehalt der Autolysatc an ])hos])horsauren Salzen als 
unzuläs.sig. Aus sehr ansehnlichen Niederschlägen, welche die Autol>'sate mit Fehling- 
scher Eösung gaben, gingen bei der Reinigung oft nur geringe Mengen von Hefegummi 
hervor. Die qualitative Prüfung auf Hefegummi kann daher täuschen. Wir la.ssen 
der Abscheidung mit Fehlingscher Eö.sung eine erste Reinigung des Hefegummis durch 
hällen der Autolysatc mit Alkohol vorangchen und bestimmen schließlich den Hefe- 
gummi, der am Ende noch etwas Ku})ferphos])hat enthalten kann, durch Polarisation. 
Der zugrunde gelegte Wert von fvli)-'- d 8^..G war in 2proz. Eösung mit einem 
reinen Vergleich spräi)arat in cxsiccatortrockenem Zustande [252] (im Hochvakuum 
bei 56° noch ii % Wasser verlierend) ermittelt, das die Herren H. Kraut und F. Eich- 
horn uns aus einer Untersuchung über Hefegummi freundlich zur Verfügung stellten. 
Unter den angegebenen Mengen i.st also exsiccatortrockener Hefegummi zu verstehen 

Cheiii. Her. Bd. 27, vS. 497 [1894]; Diese Zs. Bd. 61, v^. 124 [1909]. 

Biodieiii. Zs. Bd. 150, vS. 271 [1924]. 

Uill.stüttcr, Rnzynic. 
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Für die Analyse dient eine Probe von Autolysat, z. B. 30 ecni, die etwa 20 bis 
100 mg Hefegummi enthalten. Noch 2 mg in 10 ccm geben mit Fehlingscher Fösung 
wie auch mit Alkohol brauchbare Niederschläge, während die mit i mg entstehende 
Trübung nicht mehr ausreicht. Bei der Polarisation entspricht i mg noch einem 
Winkel von ungefähr 0,03°. 

Das klare Autolysat wird mit dem 5- bis 6 fachen Volumen Alkohol gefällt und 
einige vStunden stehen gelassen. Den abzentrifugierten Niederschlag ziehen wir im 
Zentrifugenglas 4 mal mit je 5 ccm "/^o-Kssigsäure aus und trennen die Lösung jedes- 
mal mittels der Zentrifuge ab. Die erhaltene reinere Lösung des Hefegummis wird 
mit 30 ccm Fehlingscher Lösung ’/i vStunde auf dem Wasserbad erwärmt und 4 bis 
5 Stunden stehen gelassen. Den wieder mit der Zentrifuge isolierten Niederschlag 
lösen wir in 2 ccm 8proz. Salzsäure und fällen, damit keine Weinsäure anhaftet, den 
freien Hefegummi mit viel (35 ccm) 95 proz. Alkohol. Der Niederschlag wird ini 
Zentrifugenglas einmal mit 15 ccm 95 proz. Alkohol gewaschen und mit Wasser in 
ein lo-ccm-Meßkölbcheii übergespült. Eine manchmal auftretende Trübung, die 
Filtration notwendig macht, ist durch Kuj)ferphos|)hat hervorgerufen. Für die 
Polarisation dient eine enge 2-dm-Röhre. 


Belege: 

20 ceni Autolysat enthielten 0,0512 g Ilefegninini. 

20 Autolysat, mit .jo.o mg Hefegunmii versetzt, ergaben 0,0908 g anstatt 0,0912 g. 

20 .. ,, (So.o ,, ,, ,, 0,1 320 g ,, 0,1312 g. 

20 ,, .. .10,0 ,, ; 100 g \Va.s.ser versetzt, ergaben 0,0910 g anstatt 

0,091 2 g. 

20 80,0 ,, -i 100 g \Va.s.ser versetzt, ergaben 0,1310 g aiLstatt 

0.1312 g. 

2(1 ,, 40,0 ,, ver.setzt und 14 Tage stehen gela.s.sen, ergaben 0,0908 g 

anstatt 0.0912 g. 


Die Fehler betragen weniger als 1%. 

[253] Die gefundenen Werte werden in Gewichtsprozenten der Trockenhefen und 
der Trockengewichte von Autolysaten oder Präparaten ausgedrückt. Um die Hefe- 
gumniigehalte mit den Invertinwerten in Beziehung zu setzen, ist es am zweckmäßigsten, 
die auf i Saccharaseeinheit treffenden Mengen Hefegummi anzugeben, also den Quo- 

^ mg Hefegummi ^ -ta • 

tienten ^ y . Es sei erinnert, daß i b.E. m 10 mg eines guten Invertm- 

präparates enthalten i.st, nämlich eines Präparates vom Zeitwert 0,2 oder Saccharase- 
wert 5. 


2. Gehalt der Hefen. 

Vergleichende Be.stimmungen in Bierhefe vor und nach der Anreicherung des 
Invertins aufs 12 fache ergaben gleiche Gehalte an Hefegummi, nämlich 8 % . vSatkowski 
hat in obergäriger Hefe 6,9 % gefunden. Das Verhältnis des Invertins zum Hefegummi 
verbessert sich also in dem.selben Maße, wie der Invertingehalt wächst, im Beispiel 
der Tab. 1 von etwa 1100 auf 94 mg pro i S.E. 
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Tabelle i. Hefegiininii in invertinariner und in vcrtinreicher liefe. 
(Angew. Ilefesiannn Re i2/V.) 


Nr. 

Zeitwert der Hefe 

vor nach 

der Fühnni!.; 

1 lefeKiimnii- nestimmunt; 

Angew. Truckeiig. Abgel. Winkel 

K 

llefegiiinnii 

Prt>z. des auf i .S,!'!. 

T 1 (A-keiigewi eh t s 

I a 

27.S : - 

1,122 2,(/() 

8,0 1110 

ib 

27.S ~ 

1.122 2,02 

8,T 1112 

I c 

278 — 

(ö T^. i. lüssehr.) 

1,122 2,00 

8,0 1 I 10 

2 a 

278 2.^ 

1.073 2,83 

8.1 (FCO 

2 b 

2/8 23 

1,075 2,80 

8.2 04.0 


(lehalt der Autolysate aus gewöhnlicher liefe . 

tiber die Hcfeguininigelialte der Aiitolysate liegen ntir einige \'ürläiifige Angaben 
von R. WiixsTÄTTKR und F. Racke 1 [254] vor, ermittelt nach der für diesen Zweck 
nicht zuverlässigen Methode von vSalkowski. »Sie bestätigten die Beobachtungen 
von Sakkowski, wonach durch Autolyse bei Gegenwart von Chloroform gummi- 
armes Invertin gewonnen wird. Dieses gilt indessen nur für den Fall, daß die lAei- 
legung des Enzyms mit geringer Ausbeute erfolgt, z. B. (bei WTij.stättkr und Racke) 
bis zu einem Drittel. Bei vollständiger Freilegung des Invertins holt der Ilefegumnii- 
gehalt (Vers. 2 und 3 der Tab, 2) den mit anderen Zellgiften dargestellter Autolysate ein. 

Die Invcrtinlösungen waren (nach Abh. I, vS. 53) durch \’crsetzen der Hefe mit 
Wasser und Zellgift gewonnen (Vers. 1 und 2 der Tab. 2) oder durch Verflüssigung 
der unverdünnten Hefe, darauffolgende Neutralisation und entweder bei Zimmer- 
temperatur (nach Abh, VIII, vS. 272; Vers. 3 der Tab. 2) oder bei 30 ' fortgesetzte 
Autolyse (Vers. 4 und 5 der Tab. 2) und zwar in allen Fällen mit hoher Ausbeute. 
Die Ilcfegummimenge, 4 bis 7 % des Autoly.sattrockenrückstandes, bewegte sieh zwischen 
213 und 342 mg auf i vS.E. Das Verhältnis ist also 4 mal gün.stiger als in der Hefe .selbst. 


Tabelle 2. Ilcfegumiiii in Auloly.salen aus gewölinliclier Hefe. 


Art der Autolyse 

Zeitwert 

der liefe . 

.Aulolys. 

Hefeguinini-Bestiminung 

Angew. Abgel. 

TnK'keng. Winkel 

K ' A 

Pro/, des 
Tn leken- 

Hefegummi 

Proz. der 

Tr(H'kenliofe 

a>if 
r S.Iv 

mg 

1 Tol. ,sauer, ohne W^fl., bei 

1 8 

284 

98 

0,(X)O 

1 .08 

6,8 


3D 

2 Clilorof, sauer, ohne Verfl, b. 

18" 

284 

08 

<^74 5 

1,07 

(),<) 

2,^2 

3.68 

.1 Chlorof. neiitr., Wrfl., bei 

18^" 

208 

78 

0.s2 3 

1.04 

6,2 

1 ,08 

242 

4 Toluol neutral, Wrfl, bei 

30 

208 

I 1 2 

0,840 

1,01 

3,8 

2,0 1 

2 1 3 

5 , <igi 


28.1 

050 

o,0.|o 

1,10 

5.7 

1,01 

270 


4. Gehalt der Autolysate aus invertinreichen Hefen. 

Die Verarbeitung der Hefen nach Invertinanreicherung ergab Autolysate von 
günstiger Zusammensetzung. Der [255] Hefegummigehalt, bezogen auf i vS.E., betrug 
nämlich zwischen 98 und 26 mg (Tab. 3). Für die Freilegung des Invertins wurden 
folgende Verfahren angewendet: 

Abh. 1, Aiin. d. Chcin. 1kl. 425, vS. 1 [1020/21], und zwar vS. 51. 


.51* 
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1 . Autolyse durch Hiiiw. von Zcllgift auf die mit W'asser verd. Hefe, ohne Neutr., hei Ziiimier- 
temperatiu*. 

j. Verflüssigung der unverd. Hefe durch Chloroform und Autoly.se unter Neutr., bei Zimmer- 
temperatur. 

3. Verflüssigung der unverd. Hefe durch Toluol bei 30" oder 35'’, Autc^lyse unter Neutr. 
bei Zimmertemperatur. 

4. \’erflüssigung der unverd. Hefe bei 30" oder 35 \ Autolyse unter Neutr. l)ei 30“ oder 35 . 

5. Kbenso, inde.s.sen ohne Neutralisation. 


Tabelle 3. Hefegummi in Autolysateii inveiTiiireicher Hefen. 


Nr. Art der Autolysc 

Ziit« 

.Ic-r iroc 

i'ii 

des 

.Vntolys. 

JlefeK'ummi-Bcstimniuiii,' 

An.uew. .\l.nd. 

TrrKkeiiK. Winkel 

I'rnz, ilis 
Tniekiii- 

Hcle(.;uniini 

Pro/, der : 
:in.L;ew. 
Troekeiihefe 

anl 

I s.r, 

»iK 

I 

Verf. I, 

Toluol 

^2 

2 1 

0.(S(M) 

1,48 

v8 

2,27 

bo,8 


1 , 

Chloroform 

52 

J.S 

o.tno 

i,;o 

.v4 

2.bc; 

7. Cb 

3 

,, 2 


47.-^ 

20 

O.bo; 

1,02 

.=^■3 

1.05 

53,0 

4 

2 


32, > 

iSk 

0.5 10 

0.07 

kb 

1 ,00 

k.8 

; 

" 3' 

bei 


Ib.^ 

0.7 

1 ,4 s 

b,? 

2,'13 

=^1.2 

0 

,, 3, 

bc'i 30 

3; 

17. ; 

o,7.Ss 

I , s 1 

b, 1 

2.(r> 


7 


bei 30 

2S 

14.4 

0.870 

1,78 

b. 1 

3,20 

4b, 1 

s 

., 3, 

bei 35 

37 

2 1 ,0 

0.040 

1,78 

.=)-b 

3.4-^ 

b;.'! 


.. 4. 

Toluol bei 30 .... 

47 .'^ 

20 

i>.;8^ 

1.43 

7 •/ 

2.87 

77,0 

e 1 

4. 

Toluol-Ivssigester bei 30 - 


25..S 

o.8(y; 

2.18 

7 .b 

3.b8 

o8,() 

1 1 

,, 4. 

Toluol l.)ei 30 .... 


20 

0. ä 3 o 

o,()<> 

.Cb 

2.()() 

5b, 0 

I j 

5, 

Toluol bei 35 .... 

37 

l<K2 

< ).(')<)() 

' '37 

b,2 

3,20 

.Ci ,7 

1 3 

,, 5, 

Toluol l)ei 30 .... 

2S 

I2.S 

0. vSo 

1.04 

.Cb 

2,.|8 

1 C8 

>4 

5, 

Toluol bei 30 .... 

1<;,S 

1 2,3 

<t. 40 o 

0,(1 2 

.C <3 


3. Cb 

1 ; 


Toluol bei 30 .... 

2- 

10,5 

o.5()0 

o,(l2 

4.<^ 

2,30 

-\c 1 


In den \'erlauf der Autolyse 

gewährt die Untersuchung einer Reihe von Proben 


einigen Kinblick. Die Verflüssigung der Hefe vom Zeitwert 254 wurde unverdünnt 
mit Tüliiol bei [256] und nach dem Verdünnen mit dem gleichen (Tcwicht Wasser 
die Autol}'.se unter Neutralisation bei derselben Temi^eratur vorgenommen. Die h'rei- 
legung des Invertins war in 10 vStnnden beendet. Darüber hinaus beobachteten wir 
die Autolyse noch weitere 24 Stunden, in einem Teil bei 30°, in einem anderen bei 
Zimmertemperatur. Das Gewichtsverhältnis des Invertins zu seinen Begleitstoffen 
ist, wie aus der Tab. 4 herv^orgeht, zu Anfang, während und nach der Hefeverflüssi- 
gung ungünstig und es verschlechtert sich wieder nach beendeter Invertinfreilegung, 
da eben dann nur noch Fremdkörper in die Invertinlösung übergehen können. 


Tabelle 4. Beobachtung des Autolysen Verlaufs. (Zeitwert der angewendeten Hefe: 2 $, 4 .) 




HrfcKUinmi 


fsi tt 

0 s 


1 

Probe T (.sofort nach Verflü.ssignng) 

3.0 

I ^1,0 

20,1 

1.7'; . I ' CO 

2 

Probe H (nach U/.. vStunden) 

bo.o 


3b.3 

b.io 2,41 ! 44.^ 

3 

Probe HI (nach 10 vStuiiden) 

(17. 0 

n.7 

44.3 

o,()() 2,oo 35,2 

4 

Probe IV ( 1 2 Stunden nach beend, liiv. -Freilegung) 

101 

12,2 

50.2 

b,4() 3, ob 30,0 

5 a 

Probe Va (24 Stunden nach beend. Inv.-Freilegimg| 

102 

15.1 

b3,() 

b.3'> 3-7.3 47.5 

G) 

Prolie VI) (wie Va, jedoch hei Zimmertemperatur) 

10 i 

14.2 

.S7.<> 

b,20 3,46 1 44,0 
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Kine Verbesserung der eiizymatisclien Konzentration in den Aiitolysaten war 
daher zu erwarten, wenn wir die Hefe nach vollständiger Verflüssigung von der aus- 
getretenen Flüssigkeit, dein Verflüssigungssaft, trennten und von neuein mit Toluol- 
wasser von 30 zur Freilegung des Invertins ansetzten. Unter diesen Umständen tritt 
im Laufe der weiteren Autolyse [257] sehr wenig Säure auf, so dafS es zwischen Auto- 
lysat mit und ohne Neutralisation kaum einen Unterschied gibt. Uas Verfahren der 
Fraktionierung ergibt gemäß den Beisiiielen der Tab, 5 bei sehr guten Zeitwerten 
der Autolysate (nämlich 4 bis 2,5) für die Hefegumminiengen auf i S.E. Werte von 
nur etwa 8 mg, die 30 fach günstiger sind als die in den bisher dargestellten Auto- 
lysaten aus gewöhnlicher Hefe. 


Tabelle 5. Ilefeguinini bei fraktionierter Antolyse invertinreicher liefen. 


Xr. Art <kr Aululyse 

/eil weil 

der liefe , 

■Vulolys. 

IIefep;umnii-Besliminuny 

Ahnelesener 

'Vinkel 

^ewielit 

llefcKummi 

„ , l’niz, lier 

, 1 rockon- 

Rcwichts , 

liefe „ 1 ^ 

1 Toluol, neutr., bei 30 . 

JO.S i 2,3 

0.1 64 O.lS 

T 4 (>.37 

j '.roluol, sauer, l)ei 30 . 

21,0 4.2 

(),()( ^4 0,12 

4.2 o,S5 .s,(>5 

3 • 

D./ ,b0 

0,130 0,1 s 

4.1 '».79 ' 741 

■1 clgl 

23,0 4/> 

0.137 o,iO 

3.0 0.72 s ,29 

5 d^l 

4.3 

(/.if)5 0,21 

4.0 0,80 ,S,6o 

() dgl 

2 2,0 3.0 

o.i(>o 0.27 

4.5 0,74 S.io 


Wenn die unter Fraktionierung gewonnenen Autolysate durch Dialyse gereinigt 
werden, .so steigt der Hefegummigehalt, auf Trockengewicht bezogen, bei nur 4- bis 
^facher Verbesserung des Tnvertinzeitwertes auf 15 bis i()% an, während ein nach 
früheren Methoden (Autolyse bei saurer Reaktion) aus gewöhnlicher Hefe gewonnenes 
Autolysat durch Dialyse einen 12 fach besseren Zeitwert erreicht und dann einen 
Uehalt von etwa 80% Hefegummi aufweist. 

An den Hefegummimengen, die bei der fraktionierten Autolyse in I.ösung über- 
gehen, zeigt sich eine eigentümliche Krscheiniing, die für den Vorteil der neuen Methode 
der Invertinfreilegung mit verantwortlich ist. Wird die Hefe nach voltständiger Ver- 
flüssigung durch das Zellgift vom [258] Verflüssigungssaft getrennt und dann weiter 
autolysiert, so tritt im ganzen viel weniger Hefegummi aus dem Pilze aus, als wenn 
die Antolyse ohne Abtrennung des Verflüssigungssaftes durchgeführt wird. In letzterem 
Falle beträgt der Hefegummi im Autoly.sat t,() bis 3,6% vom Hefetrockengewicht, 
hingegen i.st beim Verarbeiten der nämlichen Hefe die vSuinme der Hefegummimengen 
des Verflässigungssaftes und des Autolysats t bis 1,3 ?o der Trockenhefe (1,01, 1,05, 
1,12, 1,27); davon befindet sich etwa im abgetrennten Verflüssigungssaft. Läßt 
man diese Flüssigkeit auf die nach beendeter Freilegung des Invertins abgetrennten 
Heferückstände von neuem einwirken, z. B. so lange, als die Autolyse zu dauern pflegt, 
so geht wieder Hefegummi in Lösuiig und zwar die nach jener Differenz zu erwartende 
^^lenge, während dieses beim An.setzen der Heferückstände mit Wasser oder an- 
gesäuertem Wasser nicht geschieht. Durch Aufkochen wird der Verflüssigungssaft 
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nicht wirkungslos, aber die Wirkung wird vermindert (statt 17 mg wurden nach Auf- 
kochen nur 10,9 mg Hefegummi in 26 Stunden in hösung übergeführt, dagegen durch 
Wasser oder säurehaltiges Wasser nur 1,5 mg). 

B. Tryptophan. 

Nachdem eine Untersuchung von H. v. Eiu,kr und K. Joskphson' vor kurzem 
die Aufmerksamkeit auf den Tryptophangelialt des Invertins gelenkt, zeigte unsere 
VIII. Abhandlung, daß Tryptophanpeptid nicht anders als Hefegummi zu den Fremd- 
körpern zählt, die sich in buntem W’echsel mit dem Enzym vergesellschaften. Es 
vermag aber aufs hartnäckigste dem Invertin anzuhaften und ihm durch die ver- 
schiedenen Adsorptionsvornahmen zu folgen, so daß z. B. das beste von den bisher 
be.schriebenen Präparaten nach allen und zwar .sehr zahlreichen Adsorptionsvorgängen 
noch 9 % Tr>-ptophan aufwies. 

Im folgenden beginnen wir, das Tryptophan in den Hefen vor und nach der 
Anreicherung des Enzyms und in den nach [259] alten und neuen Methoden gewonnenen 
Autolysaten zu beobachten. Die Verbesserung der Methode fülirt nun dazu, daß 
ohne irgend eine weitere Reinigung das Invertin schon in dem dialy.sierten Autolysat 
nur halb so viel Tryptophan mitführt, als in dem erwähnten Präparat vom Z.eitwert 0,15 
(S.W. 6,67), in dem auf i S.E. 0,67 mg Tryptophan treffen. Es ist, ähnlich wie beim 
Hefegummi, zweckmäßig, den Uehalt an Tryptophan in ]\Iilligrammen, bezogen auf 
I S.E., anzugeben. 

Die Tryptophanbestinunungen führen wir gemäß dem \ä)rbild der Arbeit von 
H. V. Euler und K. Josephson nach der Bestimmungsweisc von 0. v. Fürth und 
V. Dieben') aus. Die Hefe wird für die Analyse so wie bei der Hefegummibestimmung 
durch Aufkochen mit der 2ofachen Menge jproz. Natronlauge vollständig in Eösung 
übergeführt, die man mit loproz. vSalzsäurc neutralisiert, und zwar aus der Bürette, 
um die Volum Vermehrung der Uösung genau zu kennen. 2 ccm der Uösung dienen 
dann für die Bestimmung. Die Flüssigkeit wird beim Neutralisieren farblos, so daß 
sie ohne weiteres für die Farbreaktion anwendbar i.st. Die Autolvsatc müssen hin- 
gegen mit Tierkohle entfärbt werden. 

Gewöhnliche Bierhefeund eine 12 nialinvertinreichercwiesen(Tab.b) gleichen Trypto- 
phangehalt auf, nämlich i,i bis 1,2 % des Trockengewichtes. Das Verhältnis Tryptophan 
zu I ,S.Iv verbessert sich also in dem Maße des Invertinzuwachses, von 150 auf 13 mg. 

Tabelle 6. Tryptopliuii in gewöhnlicher und in in vertinreiclier Hefe. 


Nr. 

Zeitwert iler Hefe 

vor nach 

der I'iihrimy 

Ti yptophati 

l'roz. des | auf i Sl'. 

TriKkengew. i,n^ 

1 a 

261 

'.t; 1 i.s 2,5 

1 1 ) 

261 

p.14 ! i 4 <>,e 

2 a 

165 ! 

1,20 14,2 

2 b 

165 ; 22 

r,i4 12,6 


' Chein. Ber. Bd. 57, S. 859 [1924]. ') Biocheni Zs, Bd. 109, sS. 124 [1920]. 
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[260] Bic üblichen Verfahren der Invertinfreilegiing holen mit dem ge.samten Knz}'m 
die Hälfte des Tryptophans aus der Hefe heraus, aus gewöhnlicher und aus invertin- 
reicher. Demgegenüber erzielen wir mit der gebrochenen Autolyse eine Wrbcsserung, 

wie die Tab. 7 erkennen läßt. Mit allem Invertin geht nur etwa des Tryptophans 

^ , • l'rvptophan ... 1 i* 

in Lösung, 2,3 bis 3,5 mg auf i vS.K., der Onotient ^ j. wird also 50 mal günstiger, 

als in gewöhnlicher Bierhefe. 


Tabelle ;. Tr yptopliaiigelialt der II e feaiitoly sa te. 


Nr. 

All (U-r Autolxse 

Zeitwert 

T 

J’roz. des 1 
Troeken- 
j;ew. Ti 

ypt.-iilian 

roz. der ! 

an«ew. 

oekenliefe' 

auf I S.K. 

niK 

I 

Tol., sauer, ohne Verfl., bei 18"’ ... 

261 

1 14-^ 

0,96 ' 

0,S2 


68 

2 


230 

117 

1 ,30 

0,66 


79 

la 

Toi, sauer, Verfl, bei 40 

I 9 .<^ 

12.3 

1.04 

0,59 


9,4 

3 k 

Tol, .sauer, Verfl, frakt., ])ei 30* . . . 

19,8 

f -3 

1,08 

0,23 



4 a 

Tol, .sauer, Verfl, bei 3(1' 

20,2 

10.3 

1.05 

0,49 


5.4 

4 b 

Tol, .sauer, Verfl. frakt., bil 30 . . . 

20,2 

4.9 

1 ,00 

0,23 


2,4 


Tol, .sauer, Verfl, l)ei 30- 

22,0 

1 n).5 

1,27 

0,60 


9,6 

D) 

Tol, .sauer, Verfl, frakl., bei 30 . . . 

22,0 

bb 

1 .97 

0,32 


3.5 

6 

(Igl 

23,0 

4.9 

9,41 

0,26 


3.9 

7 

dgl 

23.9 

4.4 

1.17 

0,20 


2,6 


Tryptophan aus 

100 

g wasserfreier Hefe. 






Ebenso, frakt. .\ulol. 





HelV, , Tol.'.'sa.’uM. 








Zeitwert , 

Verfl. -Safl 

Anfolysat 

Sntnine 





22,0 o.()0 g 

0,035 g ' 

0 . 3 -: g 

0,355 g 





20,2 0,40 g 

0,028 g 1 

0.23 g 

0,258 g 





Bei der fraktionierten Autolyse bleibt nicht nur die Menge des in die Invertin- 
lösung gehenden Trypto])haiis zurück hinter [261] der Menge in üblichen Autolysaten, 
cs ist sogar wie beim Ilefegummi die Summe des Tryptophans im \ erflüssigungssaft 
und in der Invertinlösung niedriger als in dem ohne hraktionicrung durchgeführten 
Parallel versuch. 

Der Tryptophan-Invertinquotient der Autolysate verbessert sich (Tab. 8) bei der 
Dialyse, während dabei der Hefegum migchalt des Invertins unverändert bleibt. Hin 
Autolysat, aus gewöhnlicher Hefe nach den alten Methoden gewonnen, verlor in der 
Dialyse mehr als 90% vom Tryptophan. Auch beim verhältnismäßig tryptophan- 
armen Invertin aus der fraktionierten Autolyse invertinreicher Hefen sank der Quo- 
tient auf bis Qio . Den günstigsten Wert, 0,34 mg auf i S.E., erreichte ein dialy.siertes 
Autolysat vom Invertinzeitwert 0,55. In diesem P'all ist das bei iiu'ertinieicher Hefe 
schon sehr günstige Verhältnis von Tryptophan zu Invertin noch 35 mal besser als 
in der Hefe. Die Dialyse ist in diesem Versuch (Nr. 4 der lab. 8) nach 14 lagen ab- 
gebrochen worden, gewiß ohne daß .sie beendet war. In den anderen \ ersuchen der 
Tabelle schloß sich an Stägige Dialy.se mit langsam strömendem destilliertcni Wasser 
noch eine 3- bis 4.stündige Elektrodialyse an. 
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Tabelle S. Abnaliiiie des Tryptophans bei der Dialyse roher Invertinlösiiiigeii. 


Xr. All (Kr .\iitolysc 

Vor dor Dinlvse 

Tryptopliaiii^cliiilt 

/lihvcrt 

des Proz. des ' ( ^ v 

Autolys. Trocken- ^ 

1 >,'ewiehts 

Nach der Dialyse 

Tryptophany'cliall 
Zeitwert , 

des : Proz. des j m,. 

.Vuloly.s. ' rrocken- ^ 

Kcwielits 1 jn^. 

I 

Toi., .sauer, ohne Verfl., b. 18“ 

1'7 ! 

76 

<k8 1,12 5,50 

2 

Toi., .sauer, X’erfl., frakt., b. ^o'" 

4.0 1 

2,-1 

0,05 1,52 : 0,72 


1 ded 

.VO 

(ea. D 

(),0(S ],,Sl (),8S 

4 

1 ü.^1 

J.o 

(ea. .d 

0,55 1,2,^ ! 0,^ 


[262] C. InvLMtiii aus der f raktioiiierteii Kntlecruiig der Hefe. 

Auf invertinreiclie liefe wird die Metliode der II. Abliandlung^ übertragen, die 
Hefe nach Abtötung ihrer T'reilegungsenzynie jiroteolytisch zu entleeren unter Krlialtung 
ihres Invcrtingelialtcs und dann das Invertin durch diastatisclie Kinwirkung in Frcilieit 
zu setzen. Das merkwürdige Experiment verläuft mit Hefe von 14 fach liölierem In- 
vertingehalt ganz ebenso wie in der Beschreibung von Wilbstättkr und Rackk. Die am 
Ende erhaltene Ilefeauflösung ist Invertin vom Zeitwert 2,7; die enzymatische Kon- 
zentration ist also nicht größer als bei der einfachen neuen Methode der fraktionierten 
Selbstauflösung, weil nämlich die Diastase sehr viel Ilefegummi in Dösung bringt.. Die 
Menge Hefegummi auf 1 S.E. beträgt 57 mg. Aber die rohe Invertinlösung ist arm an 
Idweißspaltungspnxlukten, so daß das V'erhältnis Tryptophan auf i S.E. (0,51 mg) 
ohne weiteres besonders günstig ist. Diese Menge auf 1 S.E. ist um ein Drittel geringer 
als in dem Invertinpräiiarat vorn Zeitwert 0,15, in dem die .\dsorptionsmethodc das Ende 
ihres Eeistungsvermögens erreicht hatte. Der Tryptophangehalt ging aber dann bei einer 
Dialyse von 21 Tagen nur auf 0,48 mg pro i S.E. zurück ; die Lösung ist eben frei von Pro- 
tease und sie enthält das Tryjitojihan in .schwer dialysierbarcr, hochmolekularer Eorni. 

W’ährend die analytischen Daten bei derartig fraktionierter Phitleerung von ge- 
^\'öl]nlicher Hefe wenig Bemerkenswertes ergaben (Tryptophangehalt 8,61 mg auf 
I S.I{.), bot die Analyse (Tab. 9) beim Mersuch mit invertinreichcr Hefe eine bemerkens- 
werte Ergänzung des in der IT. Abhandlung beschriebenen Experimentes. 

Das Airsgangsmaterial, 140 g abgepreßte Hefe von 23% Trockengewicht, ent- 
hielt 30,6 S.E. gemäß ihrem Zeitwerte 21. Die Abtötung durch Essige.stcr bei 37 " 
während i'/^ Stunden verlief so, daß die Heferückständc kein Invertin mehr ohne 
Hilfe fremder Enzyme in Lösung .schicken konnten. Der [263] Verflüssigungssaft 
enthielt sehr wenig Invertin, Hefegummi und Tryptophan. Die Entleerung durch 
Pepsin in ptägiger Einwirkung bei 30° verlief mit geringem Invertinverlu.st, während 
dabei an Tryptophan ursprünglichen Hefetrockengewichtes in Lösung 

gingen, also etwas mehr als .sonst zusammen mit allem Invertin. Die letzte Phase 
des Experimentes war die Behandlung (772 Tage, 30^) der Heferückstände mit ge- 
reinigter Malzamylase. Dabei entstand eine Auflösung mit fast allem Invertin (28,6 IL) 
und mit viel Hefegummi (1,4240 g), aber nur (höchstens) 0,0131 g Tryptophan. 

' R. Wiij.sT.vn'KR und I'. Rackk, Ann. d. Clieni. Bd, 427, vS. in [1921]. 
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Tabelle 0. Verlauf der fraktionierten Entleerung' in vertinreielier liefe. 

(140 g Hefe; Zeitwert 21, Trockengew. 23%, 30.6 S.lv) 

Vc-rl'lüss.-Saft rroteolyl. Auszii« Diastat. .\usziit; 


In Lösung gegangene Troekensubstan/. (g) 

(k-löstes Invertin; Zeitwert 

j in Lösung gegangen (g) . . 
Ilefegunnui Proz. der aiig. Troekeiihefe 

1 auf 1 S.K. (mg) 

I in Lösung gegangen (g) . . 
'rryptophaii Proz. der ang. Trockeiiliefe 
I auf 1 vS.K. (mg) 


5. ‘>7 I >'.7 .b4'J 

3()S.K. ;30(> 0.475 sS.lv. ; .|(;^ jS.C) vS.lv. ; 2.71 
(),()22l 1,42.1 

(),()6S 0,0 1 5,2 

72.1 417 5^'.'"^ 

o,00(S4 0.2 jo o.oijl 

(),()20 0,75 ‘'.‘>47 

27. j .^<>4 


1 ). Phosphor. 


ln den letzten Jahren war die Frage strittig, ob Invertin eine Phosphorverbindnng 
sei. R. WiLiaSTÄTTKR, J.GrAvSKR und R. Kuhn* gelangten aber durch weitgehende 
Reinigung zu lnvertinpräi)araten Uj, p und l (Zeitwerte: 0,50, 0,29, 0,20) [264] von 
nur 0,006, 0.02 und 0,027% Fhosphorgehalt. Hier trafen auf i v^.K., das ist 10 mg 
vom Zeitwert 0,20, nur 0,0015, 0,0029 und 0,0027 mg Phos])hor. ln gewöhnlicher Tiefe 
fanden wir') dagegen auf i vS.K. die 100000 fache Menge Pho.sphor {2,25 ?o). Der 
Phosphorgehalt ändert sich merkwürdigerweise gar nicht bei unserer Cärführiing 
mit niedriger Zuckerkonzentration und bei Gegenwart von viel Phosphat. Die stdir 
invertinreich gewordene Hefe enthielt ebenfalls 2.28% Phosphor. Von dieser Phos- 
])}iormenge begleitet ein großer Teil das Invertin in die Autolysate. Diese werden 
bis zum Verschwinden der Reaktion mit KleininannschenP) salzsaurein Stiychnin- 
:\Iolybdatreagens dialysiert und elektrodialysiert. Danach enthielt die Invertinlosung 
noch 0,1 % des Trocken rückstandes an Phosphor. Dies ist bei Invertin aus invertin- 
armer und invertinreicher Hefe 0,7 bzw. 0,06 mg, auf i vS.E. bezogen, also 7400 der 
ursprünglichen Phosphormenge. 



l'.Oj 

P 


Proz. des ‘ • 

Ti<K-kciim“\VK'hlü 1 inu 

Proz. des ‘'1'^ ' 

Tioikenuewiclits iiii> 

a) ('lewöhnliche Hefe 

b) Invertinreiche Hefe 

c) Dial. Autol. aus a) 

d) Dial. Autol. aus b) 

5.11 1 670.0 

5,18 56,8 

0,32 ; 1.570 

0,27 ' ‘>,13.1 

2,25 204,0 

2,28 25,1 

0,1, 1 0,6880 

0,12 0,0588 


a) (),24()()g gcw. Hefe vom Zeitwert 261 gaben 0.36X2 g MolylMat. 

b) 0,2430 g ,, ,, ,, ,. 22 '>. 37 “^.^^ 

e) Hudsüii-Aulol. aus gew. Hefe v. Zeitw. 117. Hialysat v. Zeitw. o.K^jog Troekiui- 
rückst, entspr. 0,0187g jMolybdat. 

d) Frakt. Autol. invertinreieh. Hefe v. Zeitw. 3,0. Dialy.sat v. Zeitw. o.()8: o.oSgS g Trocken- 
rückst, entspr. 0,0074 g Molybdat. 


■ HL Abh., Diese Zs. Bd. 123, i [1022J. , . 

9 H. V. EubER und P. Lindnkr führen in der „Chemie der Hefe“ (Leipzig lopG die Ana- 
lyse von F. SCHÖNFFJvD an, der in verschiedenen Hefen i,<i5 bis 2,52^0 Phosphor findet. 

9 H. Kt.IvINMANN, Biocheni. Zs. Bd. 90, S. 150, und zwar vS. 174 [1910]. 
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II. Verfahren der fraktionierten Autolyse. 

Unsere Abhaiidluiigeii T und II zur Kenntnis des Invertins stellten das Ziel der 
präparativen ]\Ictliode auf, den [265] enzymatischen Vorgang der Invertinfreilegung 
von der allgemeinen vSelbstauflösung der Hefe zu trennen und so zu leiten, daß das 
Invertin vollständig in Lösung geht zusammen mit möglichst wenig von anderen 
Inlialtsstoffen der liefe. Hie Verbesserung der enzymatisch cn Konzentration beim 
Übergang des Enzyms vom Pilz in das Autolysat drückt sich im Steigen des Saccharase- 
wertes aus oder im Sinken des reziproken Invertinzeitwertes, der bei dem verdünnten 
Material ein anschaulicheres Maß ist. 

1. Das Verfahren (I. Abh., S. 5j) der Autcüyse bei Zimmertemperatur durch 
Einwirkung von Toluol auf die mit gleichem oder doppeltem Gewicht Was.ser verdünnte 
Hefe ergab in 4 bis 7 Tagen Invertinlösungen, deren Konzentration doppelt so groß 
war wie in der Hefe; aus Hefen vom Zeitwert 350 bis 230 Autolysate vom Zeitwert 
206 bis 160. 

2. Das ähnliche Verfahren (I. Abh., S. 54) unter Neutralisieren der auftretenden 
Säure führte in 3 bis 4 Tagen zu Autolysaten von fast dreifacher Konzentration im 
Wrgleich zur Trockenhefe ; Zeitwert 142 bis 114. 

3. Das Verfahren der raschen Autolyse bei neutraler Reaktion (VIII. Abh., S. 266) 
bestand in der Einwirkung von Chloroform auf unverdünnte Hefe, Verdünnen und 
Neutralisieren erst nach der Verflüssigung und Aut()ly.sc in i bis 2 Tagen. Die Auto- 
lysate haben bei 90% Ausbeute ungefähr dreimal günstigere Zeitwerte als die Trocken- 
hefe ; Hefen 315 und 264, Autolysate 99 und 86. 

Eine wesentliche \T‘rbesserung die.ser Reinheitsgrade ermöglichte die \T‘rarbeitung 
von Hefe, deren Invertingehalt durch geeignete Gärführung gesteigert worden ist. \T)n 
dem bisherigen Stand der Methode gibt die neue Monographie von 0 . Svanbkrg' 
(Stockholm) eine Darstellung, wonach aus invertinreicher Hefe vom Zeitwert 90 
während mehrerer Wochen Autolysensäfte vom Zeitwert 45 (S.W. - 0,022) ent- 
stehen. 

Auf un.sere in der vorangehenden Abhandlung [266] beschriebenen invertin- 
reichen Hefen (Zeitwert ungefähr 20; S.W. 0,05) war das dritte Verfahren nicht mit 
gleichmäßigem Erfolg anwendbar. Hefen, die sich vor der zur Verbesserung des In- 
vertingehaltes dienenden Gärfülirung rasch und mit guter Ausbeute autolysieren 
ließen, erlitten des öfteren, wenn sic invertinreich geworden, durch Behandeln in 
unverdünntem Zustand mit Chloroform und im Verlauf der Neutralautolyse eine 
Schädigung des PTeilegungsenzynis. Die Au.sbeutc an Invertin erreichte in einer 
Anzahl von Beisiüelen nur 50 bis 70%. 

Der Verlauf war gleichmäßiger mit Toluol und die Dauer der Autolyse ließ sich 
durch Verflüssigung der unverdünnten Hefe bei 30'’ und Autolyse bei derselben Teiii- 
l)eratur abkürzen. Da bei der Abtötung der Hefe ein an Invertin armer, an Hefc- 

* Iv. Abdcrhaldcn.s ,,IIandh. der biologischen Arheitsiiietlioderi“, Abt. 1 \', Teil i, Heft 2 , 
bieferung 1 5.1 [1925], und zwar ,S. 258. 
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guiiimi und anderen Fremdkörpern verhältnismäßig reielier vSaft aiistrat (vgl. den 
analytischen Abschnitt I), wurde der Reinheitsgrad der Autolysate durch Abtrennung 
der Hefe vom Verflüssigkeitssaft undW’iederansetzen mit Wäisser und Toluol verbessert. 
Dies ist das Verfahren der vorliegenden Arbeit, Die Dauer der Verflüssigung beträgt 
etwa 45 Minuten, die Dauer der Autolyse nach derselben, von einer Ilefeprobe zur 
andern wechselnd, 6 bis 24 vStunden. Ohne Abtrennung erreichen wir mit liefen vom 
Zeitwert ungefähr 20 zunächst Autolysate vom Zeitwert 12 bis 8, nach dem neuen 
Verfahren der gebrochenen oder fraktionierten l'reilegung aber solche vom Zeitwert 5 
bis 2,5 (vS.W. 0,2 bis 0,4). Ogenüber unseren früheren \'erfahren wird also die enzy- 
matische Konzentration der rohen Invcrtinlösungen auf das 30- bis 50 fache gesteigert 
und die Zahl der vSaccharaseeinheiten in einem bestimmten \ü)hunen Autolysat aufs 
IO fache (etwa 10 vS.K. in 100 ccm). 

Ks ist eine eigentümliche Erscheinung bei der Abtrennung des Verflüssigungs- 
saftes, der viel freie Säure enthält (z. B. sind für i kg Hefe 20 ccm loproz. Ammoniak 
zur Neutralisation erforderlich), daß danach von der Hefeniasse nur noch wenig oder 
keine Säure mehr gebildet und abgegeben wird, während die im Verflüs.sigungssaft 
der Autolyse unterliegende Hefe in langer Zeitdauer allerdings in immer schwächerem 
Maße Säure produziert. Bei dem neuen Verfahren verschwindet der [267] Unter- 
schied zwischen Autolyse bei saurer Reaktion und bei neutraler Reaktion. 

Die Autolysate enthalten Hefeeiweiß in ge.schontem Zustand, indessen viel weniger 
als beim Verfahren der MII. Abhandlung. Um von vornherein die Autolysate reiner 
zu erhalten, säuern wir sie vor dem Abtrennen von den Heferückständen ein wenig 
an und befreien sie dadurch ohne eine be.sonclere Filtration fast ganz von Eiweiß, 
'l'abellc IO. (Tcbrochciic Freilegung de.s Iiivertin.s mit Toluol hei 


I Zeitwert der 
I .'Xusj^aiif^shefe 


Abgetr. Inv., 
l’roz. vom aiijiew. 
Ilefeinvertiii 


Zeitwert der Dauer der Autolvse 
Abti.-l'lussi!,'keit in Stunden 


Aiisbeule in Pro/.. 
Hefeiuvertiii 


Zeitwert des 
Autolysates 


1 

I 

7,0 


2 q 

-7 

70 

3,0 


17,7 i 

s.O 

4^.5 

8 

K) 

04 

co 

3 

i 0,4 

i 3 ,‘^ 

30. s 


81 

88 

2 .() 

4 

20,8 

4.3 

8" 

0,5 

<H 

-’.5 

5 

--,0 

2,0 

I 

ro 

100 

4.3 

6 

22.0 j 

-■> 

13. 1 

1 3 

O2 

100 

3,0 

7 ' 

23,0 

1/' 

SO 

0,5 

t >3 

I < )( ) 

4 /> 

8 

- 3 >o 

7 -7 


0 

10 

54 

08 

3.0 


Beispiel: 340 g invertinreiche Hefe, die abgepreßt 23,5% Trockengewicht hatte, 
enthielten beim Zeitwert 19,4 83 S.E., etwa .soviel als 5 kg gewöhnliche Hefe. Die Hefe, 
vorgewärmt im Thermostaten, verrührten wir bei 30^ kräftig mittels eines dicken 
Glasstabes mit 35 ccm auf 30° erwärmtem Toluol. Die Verflüssigung, die bei Zimmer- 
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tempcratur vStiindeii erfordern würde, erfolgte in 45 .Minuten und zwar so, daß der 
Brei recht dünnflüssig war. Man verdünnte mit 44000111 Wasser von 30^ [268]. Es 
ist für die Gewinnung eines hooliwertigen Autolysates günstig, mit dem Abtrennen 
noch etwa i bis Vjz vStundeii zu warten. Dann füllten wir zu 1 1 auf und trennten 
mittels der Zentrifuge die Heferückstände ab, die noch mit i 1 Wasser von 30° aus- 
gewaschen wurden. Der abgetrennte Verflüssigung.ssaft mitsamt dem Waschwasser 
enthielt in unserem Beispiel 13,(8% des angewandten Invertins und 17,4 g Trocken- 
substanz, d. i. 22% des Hefetrockengewichts, so daß also der Zeitwert dieser ersten 
Fraktion 30,5 betrug. 

Die Heferückstände werden sogleich mit 340 ccm toluolgesättigtem W’asser von 
30'’ unter Zusatz von Toluol aus den Zentrifiigenbechern herausgespült. Die Auto- 
lyse nimmt im Ihermostaten bei 30" ihren Fortgang. Nach beispielsweise 5 und 7 
Stunden entnehmen wir, um den zeitlichen Verlauf der Freilegung zu verfolgen, 
Proben von 5 ccm, die klar filtriert zur Bestimmung des Vergleichszeitwertes' an- 
gewandt werden. später ccm reicht dafür. Die entstehende Tnvertinlösung 
ist schon bald sehr konzentriert, so daß 5oproz. S])altung der4,75proz. Rohrzucker- 
lösung in 10,44 und 9,54 Minuten erreicht wird, also von 1 ccm Invertinlösung, der 
Definition des Vergleicliszeit wertes gemäß in 2,61 und 2,38 Minuten. Die Ausbeuten 
sind danach, eingerechnet das Invertin der abgetremiten Flüssigkeit, bei idealer 
I'iltration 81 und (88% des angewandten Hefeinvertins. 

An diesem Punkt, in anderen Beispielen bei einem etwas späteren, aber unter 
X'ermeidung unnötig langer Dauer, wird die Autolyse abgebrochen. Die Dauer ist 
also ein Arbeitstag oder ein ganzer Tag. Vor der Isolierung der Rösung wird der 
dünne Brei zur Beseitigung von etwas gelöstem FUweiß vorsichtig unter tüchtigem 
Umrühren mit "/jo-l{ssigsäure ange.säuert und zwar Ins zur Rotfärbung von Lackmus. 
Dann säuert man noch etwas mehr an; man stellt nämlich mit :\Ietliylr()t auf pn = 3,5 
bis 4 ein. Dafür waren 220 ccm der Ivssigsäure erforderlich. Das Autolysat wird mittels 
der Zentrifuge von den Heferückständen abgetrennt, die wir nicht [269] nacliwaschen , 
und, da es etwas trübe ist, durch Einrühren von ein wenig geglühtem Kieselgur ge- 
klärt. Nach dem Filtrieren durch große dünne Filter stellt man die Reaktion der 
Idüssigkeit mit verdünntem Ammoniak wieder auf neutral ein, z. B. auf vollen Ihii- 
schlag von Bromkresolpurj)iir. 

Das Autolysat, 2,55!, enthielt 53 S.E., d. i. (S5% des in der Hauptfraktion der 
Autolyse gelösten Invertins und 64% des Gesamtinvertins der angewandten Hefe. 
Das I rockengewicht betrug 6,72 g, d. i. 8,5% der Trockenhefe. Der Zeitwert des 
Autolysates war 2,6 (,S.\\'. 0,385). 

Die Invertinlösungen, die das neue Verfahren liefert, sind weit schwächer ge- 
färbt als die früheren, .sie .sind .sehr .schwach grünlich, während der abgetrennte Ver- 
flüssigungssaft tief gelb ist. Die Milionprobe fällt deutlich aus, nach der Dialyse 
schwach, aber merkbar. 

III. Al)li., Die.sf Zs. 123, S. 1 [1922], und zwar S. 2,}. 
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Über den zeitlichen Verlauf, die Ausbeute und enzymatische Konzentration 
berichtet die Tab. 10 an einigen weiteren Beispielen. 

III. Adsorptionsverhalten des Invertins aus der fraktionierten Autolyse. 

Die neuen Hefeauszüge sind ein günstiges Material für die Darstellung von In- 
vertin im Reinheitsgrade von ungefähr vS.W. 5. tiberraschend leicht gelingt es durch 
eine einzige Adsorption mit Kaolin ohne Alterung, ohne Alkoholfällung oder andere 
Vorreinigung ähnlich reine Präparate zu gewinnen wie früher durch \ä)rreinigung 
und mehrere Adsorptionsvornahmen. Die Invertinlösungen zeichnen sich auch nach 
der Reinigung durch Beständigkeit ans. v"^ic sind durch Begleitstoffe, mit denen sie 
adsorptiv Zusammenhängen, geschützt. 

Ks scheint, daß solche unter den schärferen Bedingungen der Autolyse (30 ) 
verhältnismäßig reichlicher und rascher entstehen, als z. B. bei dem vorsichtigen 
Antolyseverfahren der VIII. Abhandlung mit Chloroform bei Zimmertemperatur. 
Nach dem älteren und dem neuen Verfahren dargestellte Invertinpräparate von 
demselben >Saccharasewert 5 sind von ungleicher Beschaffenheit und Znsamnien- 
.setzung. In den älteren dürfte [270] das Invertin von mehr anderer Knzymsubstanz 
begleitet sein als in den neuen, da bei der Knzymverniehrung in der Hefe das Invertin 
gegenüber den anderen Enz\ nien stark bevorzugt wird. Bei gleichem Reinheitsgrad 
wird daher in einem der neuen Präparate ein größerer Anteil von enzym fremden 
Begleitstoffen enthalten sein. Damit hängt es zusammen, daß die cnzymatisclie Kon- 
zentration, während man so leicht etwa zu S.W'. 5 gt'l^iiigt, überraschend schwer 
weiter zu steigern ist. Die Adsorptionsverfahren, wie sie bisher angewandt wurden, 
führen mit diesen Invertinpräparaten nicht zu höheren enzymatischen Konzentrationen. 

r. Adsorption durch Kaolin. 

Aus frischem Autolysat vom Zeitwert 3,6, "/s'Essigsäure, bei einer \ erdünnung von 
I S.K. in Üi 1, I oder 4 1, wurde das Invertin von Kaolin mit dem hohen Adsorptions- 
wert 0,22 aufgenoinmen. Die Plllution mit (),5proz. Dianimonphosphatlösung ergab 
77% Ausbeute. Nach der Ausfällung von Phosphorsäure und der Dialyse, die ohne 
Verhrst verlief, besaß das Invertin den Zeitwert 0,177 dieser Reinheits- 

grad verbesserte sich gar nicht bei einer darauffolgenden Reinigung mit lonerde. 
Aus neutraler Dösung in \V‘rdünnung von i yS.E. in 50 ccm durch lonerde C zu 80% 
mit AdsorptioiLswert 23 adsorbiert und durch o,5proz. Diammonphosphat eluiert 
(I. Elution 75%, II. Elution 17% des adsorbierten Invertins), wies das Invertin 
wieder vS.W. 5,56 auf. Der Tryptophangehalt betrug nach der Reinigung mit Kaolin 3,7 , 
nach der mit Tonerde 3,9%. Aus einem anderen Autolysat ging unter denselben 
Bedingungen Invertin vom S.W. 5,88 hervor, dessen Tryptophangehalt 4,1 /o betrug. 

Mit diesen Erfahrungen steht im Einklang, daß das Präparat vom S.W . 5.65. 
vor und nach der Tonerdeadsorptiojii geprüft, die.selbe Adsorptionsknrve eines annähernd 
einheitlichen vStoffes ergab (s. Abbildung). Dies ist, wie in der \ II. und VIII. Ab- 

' II. Kraut und B. Wknzku, lMe.se Zs. Bd. 142, 8. 71 [1925]. 
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handlung erläutert, nicht die Adsorptionsisotlierme der [271] vSaccliarase, sondern 
die eines enzynilialtigen Fremdstoffes oder adsorptiv verbundenen Gemisches von 
l'rcmdstoffen. Erheblich abweichende Adsorptionskurven beobachteten wir mit dem- 
selben Präparat in saurer (s. Abbildung, Kurve II) oder in schwach alkalischer 



(s. Abbildung, Kurve III) Eösung. Darauf gegründete Versuche, z. B. den Rein- 
heitsgrad durch Voradsorption zu steigern, schlugen fehl. Als durch fraktionierte 
Adsorption mit Tonerde aus "/looo-essigsaurer Eösung 40% des Invertins in 2 Anteilen 
entfernt wurden, war der vSaccharasewert der Restlösung wieder 5,37 und der Trypto- 
phangehalt 4,1%. 

2. Alterung der Autulysate. 

Obwohl die Invertinlösungen ans der fraktionierten Autolyse arm an proteo- 
lytischem Enzym sind, wird auch bei ihnen die Adsorbierbarkeit durch Alterung ver- 
bessert. Dies wird schon in wenigen Tagen bei Zimmertemperatur deutlich, viel 
rascher bei 30°. Wir bewirken das Altern durch beispielsweise eintägiges Erwärmen 
des toluolhaltigen Autolysates auf 30" im Thermostaten. Von höheren Adsorptions- 
werten (0,37, 0,44, 0,52) abgesehen, verläuft die Adsorption mit Kaolin nach [272] 
Alterung ebenso wie mit den ganz frischen Autolysaten. Invertinpräparate vom 
vS.W'. 4,76 und 4,35 wurden erhalten, die sich danach durch eine Tonerdcadsorption 
nur auf 4,70 verbesserten. 

3. Dialysate. 

Da die nach den bisherigen Verfahren gewonnenen Autolysate das Invertin in 
sehr unreinem Zustand enthalten, war durch Dialyse oder Elektrodialyse keine wesent- 
liche Reinigung zu erzielen. Anders bei den 30 fach reineren Invertinlösungen. Allein 
durch Dialyse der Autolysate läßt sich dieselbe enzymatische Konzentration (Zeit- 
wert 0,55) erreichen wie in unserer Abhandlung I nach den Adsorptionen mit Ton- 
erde und mit Kaolin. 
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In den ersten lagen tritt ini Dialysator ein flockiger Niederschlag auf, wovon 
abfiltriert wird. Später trübt sich die Flüssigkeit nochmals. Die Invertinlösungen 
werden farblos und geruchlos. Der Tryptophangelialt geht mehr und mehr zurück, 
z. B. auf 1,23/0- Die Milionprobe wird viel schwächer, bleibt aber noch deutlich, 
der Hefegummigehalt steigt auf 15% an. Der Adsor])tionswert von Kaolin (’VrHssig- 
säure, Verdünnung i K- in 7 ^ 1 ) steigt bis zu einem ähnlich hohen Wert (1,04) wie 
bei einem guten Invertinpräparat. 

In einigen Beispielen lieferten Autolysate vom Zeitwert 3,9 und 4,9 durch 7- bis 
8 tägige Dialyse aus sogenannten Fi.schblaseii und 3- bis 4stündige Klektrodialyse 
mit 98% Ausbeute Invertinlösungen vom Zeitwert o,()5 bis 0,98. Ein Autolysat vom 
Zeitwert 2,6 verbesserte bei I4tägiger Dialyse (ohne Klektrodialyse) mit Verlust von 
12% den Zeitwert auf 0,55. 

Wenn man das Invertin aus dialysiertem Autolysat, den günstigen Adsorptions- 
wert ausnützend, durch Kaohnadsorj)tion reinigt, so findet man das Enzym weniger 
geschützt, den Verlust am Kaolin also größer. Ein Dialysat vom Zeitwert 0,95 lieferte 
mit 67% Ausbeute eine Elution, worin das Enzym den vS.W. 5,18 aufwies. Es war 
frei von Hefegummi, es untervschied sich von den anderen Präparaten dieser Art 
durch geringen Tr}'ptophangehalt, Das Dialysat enthält nur noch 1.5, das Präparat 
nach der Kaolinadsorjülon 0,7 (:l 0,2)% Tryptophan. 

[273] 4 - Anwenduw^ der fonerdeadsorplion. 

An Invertin vom vS.W. etwa 5 machte man in der VIII. Abhandlung die Plrfahrung, 
daß es Aggregate von vSaccharase mit Fremdstoffen gibt, z. B. mit Tryptophanpeptid, 
die, obwohl ihre Auflösbarkeit nachgewiesen ist, doch nicht durch auswählende Ad- 
sorption mit Tonerde zerlegt werden können. ,, Damit war das Ende der Nützlich- 
keit dieses Verfahrens erreicht.“ Versuche in den voranstehenden Abschnitten haben 
diese Erfahrung bestätigt. Abänderung der Eösungsverhältnisse, z. B. der Konzen- 
tration, der Acidität, Zusatz von Alkohol, der in einer Konzentration von 30 % (A. W. 44 
gleich wie ohne Alkohol) bei o'^ bei raschem Arbeiten ertragen wird, gevStalten die 
Wirkung der Tonerde nicht in höherem Maße selektiv. Nur durch Zusatz von Rohr- 
zucker zurTnvertinlösung, mit oder ohne Monokaliumphosphat, erzielten wir in einigen 
Beispielen bei Adsorption an Tonerde erwähnenswerte Verbes.scrungen der Reinheits- 
grade. Das Verhalten verschiedener Invertinlösungen, die unter gleichen Bedingungen 
geprüft wurden, war indessen so ungleich, daß nicht eine Methode der au.swählenden 
Adsorption angegeben werden kann, sondern nur einzelne Versuche zu dem Ziele, 
die adsorptiv zusammenhängenden saccharasehaltigen Gemische aufzulockern. 

Adsorption des Invertins aus Rohrzuckerlösung: Ein Autolysat vorn 
Zeitwert 2,5 wurde mit ähnlichem Erfolg wie durch Dialyse mit der Alkoholfällung 
gereinigt. Dies gelang bei einem an fällbaren vStoffen so armem und schon so reinem 
Ausgangsmaterial nur bei tiefer Temperatur und nur unter gleichzeitiger Bildung 
von rricalciumphosphat, ähnlich wie im Abschnitt II, B der \dll. Abhandlung. 
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Das so erhaltene Invertin vom Zeitwert o,68 erreichte, in üblicher Weise mit Ton- 
erde gereinigt, den Zeitwert 0,24 und enthielt 3,7% Trj'ptophan. Von diesem Prä- 
parat lösten wir 6,4 vS.K. in 278 ccm Wasser, fügten 330 ccm 20proz. Rohrzucker- 
lösung und nach Umschütteln sofort 38 ccm Tonerdesuspension (enthaltend 0,114 8 
AljOj) hinzu. Das Adsorbat wurde so rasch wie möglich mittels der Zentrifuge ab- 
getrennt und mit Diammonphosphat eluiert. Die Tonerde hatte mit A.W. 44 (fast 
ebenso [274] wie in reiner wäßriger Uösung) gewirkt und 80% des Phizyms aus der 
Zuckerlösung aufgenommen. Die Khition enthielt 4,70 K., also ()3% der adsorbierten 
Menge. Die Dialyse und Elektrodialysc verlief ohne Verlust. Das Präparat wies 
den Zeitwert 0,157 .6,35) und fast unveränderten Tr)4)tophangehalt (3,9%) auf. 

^’oradsorption in Gegenwart von Rohrzucker und primärem Phos- 
phat: Für diesen Versuch diente ein Prä]>arat von ähnlicher Vorgeschichte, dessen 
Zeitwert nach der Reinigung mit Tonerde 0,28 und dessen Trypto])hangchalt 3,0% war. 

6,3 vS.K. in 255 ccm wurden mit 3,1 g KII2PO4 versetzt. Dann vermischten wir 
die Enzymlösung mit 315 ccm ioproz. Rohrzuckcrlösung und nach ümschütteln sofort 
mit 60 ccm vSuspcn.sion von 0,180 g Tonerde. Das entstandene, sofort mit der Zentrifuge 
abgetrennte Adsorbate enthielt 2,50 E., also 40% der angewandten ^leiige, die mit 
A.W. 14 aufgenommen waren. In anderen Beisjhelen (bei Präparaten nach der Kaolin- 
adsorption vom Zeitwert 0,20) bewirkte dagegen der Zusatz von Rohrzucker und 
Phosphat weitaus stärkere Erniedrigung des Ad.sor])tionswcrtes (bei 0° A.W. 2,5). 

Nach wiederholtem Waschen des Adsorbates mit viel Whisscr wurde durch 150 ccm 
Diamiiionphosphatlösung mit fast quantitativer Ausbeute eluiert. Nach der Dialyse 
und Elektrodialyse lag das Invertin (2,3 vS.Ph) im höchsten bisher beobachteten Rein- 
heitsgrade vor, S.W. 8,55 (Zeitwert 0,117 ^ 0,02). Der Tryptophangehalt war auf 
8,6% gestiegen, während die Tryptophanmenge, auf i vS.E. bezogen, fast unverändert 
geblieben war. Das Präparat ist also, auch von einem unvermeidlichen Gehalt an 
enzymähnlichem Material abgesehen, noch unrein. Es enthält viel von den Koadsor- 
bentien, deren Gesellschft das Enzym je nach Art und Menge der ihm begegnenden 
Fremdstof fe wechselt . 
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56. INVERTINVERMINDERUNG IN DER HEFE. 

Voü Richard Willstätter und Charles D. Lowry jr. 

Elfte Abhandlung zur Kenntnis des 1 11 v e r t i 11 s. 

(Aus dem Chemiselieii Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am u. Sc])tember 19J5.) 

Theoretischer Teil. 

,,l)a es maltascfreie Saccharoiiiyccsarten gibt, die Maltose nicht vergären können 
(wie Saccharomyces Marxianus, Hansen, und S. exiguns, Hansen), und solche, die doch 
Maltose vergären, so ist der Unterschied im Fehlen oder Vorhandensein der spezifischen 
Maltose-Zymase zu suchen.“ Zu dieser Schlußfolgerung führte eine Arbeit von R. WiLL- 
vSTÄTTER und W. STRiBKLTb iii der Malzzuckervergärung durch praktisch maltasc- 
freie Brennereihefen, nämlich durch Hefe M des Berliner Instituts für Oärungsgewerbe 
und durch zwei dem Handel entnommene aufgefunden wurde. Sie ,, vergären die 
Maltose in Zeiten, in denen die Hydrolyse gar keine Rolle spielt“. Diese Folgerung 
wird von H. v. Euler und K. JosEPHSONh sowie von H. v. Kulkr und V. Sandberg’ 
sorgfältig erörtert. Ebenso wie lange vor Willstätter und Steibelt schon II. v. Euler 
und G. Eundeqvist'* bei ihren Beobachtungen über Malzzuckervergärung durch 
Hefen mit schwacher [288] Maltasewirkung die Annahme der direkten Biosegärung 
abgclehnt hatten, so suchen Etu,er und seine Mitarbeiter von neuem die Erklärung 
für die angeführte Erscheinung eher in der Unvollkommenheit der Ermittlung von 
Maltase. Dieses Enzym soll in seinem Verhalten zwischen der Saccharase und den 
eigentlichen Gärungsenzymeii stehen. Die Möglichkeit sei daher in Betracht zu ziehen, 
daß die Maltase in ihrem gebundenen Zustand wie die Enzyme des Zymasekomplexes 
durch die bei der Bestimmung angewandten Zellgifte inaktiviert werde. Es ist die 
Aufgabe einer demnächst zu veröffentlichenden Untersuchung von R. Willstätter 
und E. Bamann, die Zuverlässigkeit der Maltascbc.stimmung zu erhärten und die 
direkte Maltosegärung noch deutlicjier nachzuweisen. 

‘ Diese Zs. Bd. 115, S. 211, und zwar S. 234 [1921]. * Diese Zs. Bd. 120, S. 42 [1922]. 

^ Eermentfor.schuiig Bd. S, S. 232 [1925]. •’ Diese Zs. Bd. 72, S. 97 [1911]. 

Willstätter, Riuj tne. 


5 ^ 



8i8 


R. Wuj,sTÄrr?:R und Cu. D. Rowry jr.: 


Direkte Vergärung des Rohrzuckers ist noch nicht festgestellt worden. Es gibt 
invertinfreie Saccharoni^’cesarten, die vSaccharosc nicht vergären (wie S. apiculatus 
Reess, vS. unisporus Jörgensen, S. Rouxi Boutroux, S. niali Duclauxi Kaiser) und 
invertinarnie Hefen, die doch Saccharose vergären. Dem typischen Vertreter der 
letzteren Gruppe, Monilia candida, die E. Fischer und P. Ijndnrr^ untersucht 
haben, reihen II. v. EulER und K. Josepiison den S. Marxianus an. Das Inversions- 
vermogen des Pilzes ist nach den Bestimmungen dieser Forscher rund loonial kleiner 
als bei den untersuchten Kulturhefen. Aus dem angegebenen Inv. = 4,6 • icr und 
der Zeilenzahl auf i g Trockengewicht =r: 7 • 10*^* läßt sich mittels der von WiEL- 
vSTÄTTER, Eowry lind SCHNEIDER^ aufgestellten Brücke der Zeitwert 18000 und die 
Ilalbspaltungszeit von 2 1 7 Hin. unter den Gärbedingungen berechnen . Da die angegebene 
Halbgärzeit bei 30° 550 Min. beträgt, so ist das Inversionsvermögen noch zu be- 
deutend, um eine Analogie zu den malta.sefreien Hefen von WieEvSTÄtter und Steipeet 
zu erweisen. Auch in einer gründlichen Untersuchung über die Rohrzuckergärung 
in alkalischer Lösung, also unter Bedingungen verminderter Invertinwirkung, waren 
[289] H. V. Eeeer und (). vSvanbergO zu dem Schlüsse gekommen: ,,Es ergibt sich 
also, daß bei der untersuchten Alkalinität die Inversion des Rohrzuckers genügend 
schnell erfolgt, um zu ermöglichen, daß Rohrzucker ebenso rasch vergoren wird als 
Glucose bzw. Invertzucker.“ 

Der Invertingehalt gewöhnlicher Hefen, von untergäriger Brauereihefe und ober- 
gäriger Brennereihefe, läßt sich durch kurze Einwirkung verdünnter Mineralsäuren 
(0,15 bis o,3n-H2vS04) oder verdünnter Alkalilaugen (0,05 bis o,in-Na(.)H) herab- 
mindern und zwar zu ähnlichen Werten (Zeitwert 10000 bis 20000) wie dem 
von EueER und Josicphson für S. Marxianus angegelieneii. Die Wirkling trifft das 
Invertin und läßt wichtige l'unktionen der Hefezelle unberührt. Die Gärkraft wird 
nämlich dabei in manchen Versuchen gar nicht beeinflußt, in anderen Proben wird 
die Gärgeschwindigkeit um 10 bis 50% vermindert. Der erzielte Effekt würde aber 
noch nicht genügen, um eine direkte Vergärung des Rohrzuckers zu erweisen, zumal 
während der Vergärung rasch ein gewi.sses Wiederansteigen des Invertingehaltes 
erfolgt. Es wäre darum auch wichtig, um das Verhalten des vS. Marxianus besser 
beurteilen zu können, zu ermitteln, ob nicht bei diesem Pilze im Verlauf der Gärung 
das Inversionsvermögen doch auch erheblich anwächst. Bei der maltasefreien Hefe 
tritt dagegen während der Gärung keine nennenswerte Maltasebildung ein. 

Unsere Methode, die direkte Vergärung des Rohrzuckers aufzudecken, besteht 
nun in dem Vergleiche der Gärung und der Spaltung von Rohrzucker durch invertin- 
ärmste Hefe in sauerem Medium und zwar bei einem /)„ von ungefähr 2. Unter diesen 
Bedingungen wird die Gärung um 30 bis 50 % verlangsamt, die Invertinwirkung aber 
auf nur etwa 6 bis 14% herabgesetzt. Die Halbspaltungszeit, die bei gewöhnlichen 
Hefen 3^2 Minuten, bei unserer invertinreichen Hefe z. B. 15 Sekunden beträgt, 

’ Cliein. Ik-r. lEl. 28, 8.3034 [1895]. * Die.se Zs. Bd. 146. S. 158 [1925]. 

b Die.se Zs. Bd. 105, vS. 187, und zwar vS. 210 [1919]. 
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ist nun beispielsweise auf 213 bis 465 Minuten angewachsen. Dabei ändert weder die 
Verarmung der Hefe an Invertin (vom Zeitwert 20 bis auf 20000) noch die wesentliche 
Verschlechterung der Inversionsbedingungen den Gärverlanf in [290] irgend erheb- 
licher WeivSe. Freilich entbehrt bei Hefen von sehr geringem und inkonstantem In- 
vertingehalt die vSaccharasebestimmung leider dervStrengc, die ihi in den gewöhnlichen 
Fällen eigen ist. Aber auch bei Annahme der für unsere vSchlußfolgerung ungünstigsten 
Werte zeigt es sich, daß bei der Rohrzuckergäruiig durch selir invertinarme Hefen in 
saurem Medium die Gärung der vSpaltung vorauseilt. 

Versuche bei ^ 2 mit .sehr invertinariner Hefe. 

I. 2. 4. Beispiel 

Halbspaltung.szeit 213 465 305 Min. 

Halbgärzcit 190 318 226 

Die Genauigkeit, mit der hier die Bestimmung des Inversioiisvermögcns vor- 
genommen werden konnte, ist wahr.scheinlich ausreichend gewesen, aber die Unter- 
schiede zwischen den Zeiten der vS])altung und der Gärung sind, anders als bei den 
maltasefreien Hefen, nicht groß. Bei dic.seni Vergleich .sollte noch berücksichtigt 
werden, daß bei der Invertinbestimmung hemmend wirkende Spaltungsprodukte zu- 
gegen sind, während sie im Gärversuch be.seitigt werden. Die ]\Iengc des gebildeten 
und für die Gärung verfügbaren Invertzuckers ist indes.scn gewiß im Verhältnis zum 
vorhandenen Rohrzucker sehr gering. Ks ist unbekannt, ob dc'r Zymasekoinplex 
den in der Zelle vorhandenen Invertzucker gegenüber dem in weit größerer Menge 
in die Zelle eiiLstrümenden Rohrzucker vorzieht. H. v. Kulkr und G. Uundkqvist' 
haben zu dieser Frage eine bemerken.swerte Ansicht geäußert: ,,Für die Gärungs- 
geschwindigkeit kommt nicht sowohl die Konzentration der die Hefe umgebenden 
Jyösung in Betracht, als vielmehr die in den Zellen vorhandene Zuckerniengc bzw. 
die Menge der Komplexe Zucker-Plasma.“ Ks scheint aber in den angeführten Gär- 
versuchen, in denen die Invertinwirkung in der Zeit der Viertel- oder Halbgärung 
als Primärvorgang der beobaehteten Gärung kaum mehr ausreicht, dennoch ein Teil 
des gebildeten Invertzuckers, vom Rohrzucker aus dem Gärungssystem verdrängt, 
die Hefezelle zu verlassen. In den Zeitpunkten der Viertel- und Halbgärung bei so 
stark verminderter Invertinwirkung finden sich nämlich [291] beträchtliche Mengen 
von reduzierend wirkender Substanz in der Gärflüssigkeit. 

Es ist daher wahrscheinlich, daß die gewöhnlichen Hefen, die invertinreich auf- 
treten, imstande sind, Rohrzucker direkt d. h. ohne vorangehende Inversion zu 
vergären. 

Experimenteller Teil. 

Invertingehalt und Gärvermögen nach Einwirkung von Säuren und Alkalien, 

Verdünnte Mineralsäuren und verdünnte Alkalilaugen bewirken gemäß den nach- 
stehenden Versuchen Verminderung des Invertingehaltes ohne Abtötung der Hefe. 

^ Biese Zs. Bd. 72, S. 97, und zwar 8. 103 [1911]. 
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Das Gärverinögcn erfährt keine Kinbußc oder nur geringe. Obergärige und unter- 
gärige Hefen stiiiinien ini wesentlichen überein, aber das Verhalten wechselt einiger- 
maßen von einer Hefeprobe zur anderen, zum Beispiel die Widerstandsfähigkeit der Gär- 
kraft. Die Unterliefen, Reinzuchthefc und einige Male in der Uöwenbrauerei geführte 
Hefen, zeigten Rückgang des Invertingehalts, entsprechend den Anfangszeitwerten von 
etwa 100 bis 350 und den Kndzcitwerten von 3000 bis 5000. Die Gärkraft wurde eher 
als bei obergäriger Hefe geschwächt. Die angewandten obergärigen Hefen, reine Bramit- 
weinhefen der Zuckerraffinerie Frankenthal, Fabrik Regensburg, waren von vorn- 
herein ärmer an Invertin, entsprechend den Zeitwerten 500 bis 1000. Ihr Invertin- 
gehalt sank auf ungefähr nämlich zu Zeitwerten von 10000 bis 15000 und beträcht- 
lich darüber hinaus. Der letzte kleine Anteil des Knzyms scheint für die vSäure, die in 
die Hefezelle eintritt, nicht mehr erreichbar zu sein. Auch invertinreiche Hefe, nach 
dem Verfahren unserer neunten Arbeit gewonnen, ergab nach kurzer Behandlung 
mit verdünnter >Schwefelsäure einen hundertemal schlechteren Zeitwert, z. B. 5000. 
Es gelingt also, gewöhnliche Hefe ohne bedeutende Änderung des Gärvermögens 
15- bis 20 mal invertinreicher und andererseits 30 fach invertinärmer zu machen. 

Für die Behandlung mit Mineralsäure nach den Versuchen der Tab. i ist z. B. 0,15- 
bis 0,30 n-vSchwefelsäure .sehr geeignet, istündigeKiiiwirkung genügt. Zu deimselbeiiHnde 


[292] Tabelle i. 

liiversioiis- und Gärvermögeii nach Kiiiwirkung von vSchwcfelsänre bei Zimmer- 

teniperatur. 


Nr. 

Hefe 

An- 

; gew.indte 

1 Saure 

Versndis- 

daucr 

(Sldn.) 

luv. -Zeitwert 

vor nacli 

BeliaiidUuifi: 

IlalljKärzeit (^o'Q 

vor naeli 

Jieliaiidluug 

Min. Min, 

I 

Oberg. Hefe (Regeiisb.) 

0 , IO 11 . 

14 

480 

I 2 (XX) 

173 

271 

2 

dgl. 

0.13 11. 

,, 

685 

I0400 

ts 8 

166 

3 

dgl. 

0,15 n. 

2 

Q 20 

1 8 7 (X) 

161 

189 

4 

dgl. 

0,15 n. 

3 

Q 20 

] 6 200 

161 

203 

.S 

dgl. 

0,15 11. 

I 

KXK) 

13 T(X ) 

165 

184 

6 . 

dgl. 

’ 0,15 n. 

4 

KXX) 

16400 

165 

207 

" 

dgl. 

0,15 11. 

2 

450 

4900 

143 

163 

s 

dgl. 

■ 0,20 n. 

V4 

6ü8 

1 950 

173 

'75 


dgl. 

; 0,25 11. 

Vi 

608 

2950 

173 

190 

10 

dgl. 

^ 0,25 11. 

J 

608 

J 5 OÜO 

173 

185 

1 1 

dgl. 

0,20 11. 

2 

920 

i 5 50« 

16] 

203 

T 2 

dgl. 

0,20 n. 

2 

500 

1 3 000 

057 

153 

^3 

dgl. 

0,20 11. 

2 

500 

i 3 5 (.x) 

157 

184 

14 

dgl. 

0,20 11. ; 

2 

8(X) 

135«« 

180 

— 

15 

dgl. 

0.25 n. 

2 

650 

10600 

152 

1 69 

16 

dgl. 

0,30 11. i 

2 

480 

9450 

173 

182 

17 

dgl. 

0,40 11. 

2 

650 

105CX) 

152 1 

23« 

18 

Brauereihefe Rc-Rcinz. 

0,10 11. 1 

5 

94 

4280 


226 

IQ 

Brauereihefe Rd 

0, I 5 n. 1 

V4 

350 

79 « 

1 1 1 

123 

20 

dgl. 

0, I 5 11. ! 

2 

366 

3 200 

— ' 

178 

21 

dgl. 

^ 0,20 11. I 

I 

■ 35 « ! 

3660 

III 1 

334 


führt (vgl. Tab. 2) die Behandlung mit 0,05 n-Natronlauge in i vStunde oder auch 
schon in 10 Minuten. Bei längerer Dauer der Alkali behandlung würde der Invertin- 
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gelialt noch bedeutend sinken, aber zugleich die Gärkraft leiden. Die anzuwenden- 
den Reagenzien sind konzentrierter, als wenn das Invertin in dem weniger ge- 
schützten Zustand wäßriger T^ösungen der Punwirknng von vSäuren oder Alkalien 
unterläge. Auch aufeinanderfolgende Behandlung mit Mineralsäure und mit Alkali- 
lauge oder umgekehrt wurde mit dem gleichen Ergebnis angewandt. 

Die Hefeproben wurden in die 10 fachen Mengen der [293] Reagenzien eingetragen 
und bei Zininiertempcratur stehen gelassen ; Versuche bei o” führten nicht zu besseren 
Resultaten. Am Ende der Versuchszeit neutralisierten wir die Flüssigkeit und trennten 
die Hefe in der Zentrifuge ab. Sie wurde einnial ausgewaschen und diente sogleich 
zur Bestimmung des Trockengewichts, Invertingehalts und Gärvermögens. Aber auch 
bei 20stündigem Aufbewahren im Eisschrank blieb die Inversions- und die Gär- 
fäliigkeit unverändert. Die Alkalien wirkten auf den Inhalt der Hefezclle stärker 
ein als die Säuren. Die Resultate der Behandlung w'aren ungleichmäßiger, es be- 
durfte größerer Vorsicht, damit das Gärvermögen nicht litt. Die auf der Nutsclie 
abgepreßte Hefe hatte nach der Alkalibehandlung höheres Trockengewicht (z. B. 28%). 


Tabelle 2. 

Inversioiis- und Gärveriiiögeii nach Einwirkung von Natronlauge bei Ziininer- 
teniperatur. (Angewandt brennereiliefe Regensburg.) 



Nummer 

.■\iij;ew. 

NaOH 

Versudis- 

daucr 

(Stdn.) 

liivci linzcitwcrt 

vor iiadi 

lUliandliiiiK 

IIalbg.iizeil {yi'") 

vor nach 

Ik'handlung 

Min. Min. 

I 


! 0,05 11. 

7 : 

()08 

5470 

173 

228 

2 


' 0.05 11. 

1 

()20 

2 5 500 

161 

302 

3 


0,05 11. 

1 

510 

5200 

148 

207 

A 


0,055 1'* 

I 

.51^^ 

8 100 

148 

196 

5 


0.07 11. 

I 

5 “^ 

2400 

166 

IÜ5 

6 


, 0,10 11. 

7 <* 

608 

9250 

173 

219 

7 


0 ,TO 11 . 


450 

8 6(X) 

166 

438 

8 

Hefe aus Tab. i, lo . . 

. . ' 0,10 11. 

'A' '"1 

I 5 000 

1 1 000 

085 

228 

9 

liefe aus Vers, i 

. . 0,2511- 

IE8O4 , 

1 

547 ‘J 

! J 4 (X )0 

228 

: 255 


riiosphorsäurc (0,5 bis 1,0 molar) beeinflußt den Invertingchalt in geringerem 
Maße, fast gar nicht Borax (iproz. Eösung). Flußsäure (schon z. B. 0,01 n.) vernichtet 
das Gärvermögen gänzlich, ohne den Invertingehalt hcrabzumindern. 

Die an Invertin verarmte Hefe (z. B. untergärige Hefe vom Zeitwert 3220) er- 
holte sich bei der Gärführung mit [294] niedrigster Zuckerkonzentration zum Bei- 
spiel in 8 Stunden zu einem Invertingehalt, welcher denjenigen der Ausgangshefe 
übertraf (Zeitwert 278). 

Bemerkungen zur Invertinbestimmung. Das Invertin ist in der Hefe 
gemäß den Untersuchungen von J. O’SubbiVAN*, von H. von ElT.KR^ sowie von 

^ Journ. cheni. Soc. Bd. 61, vS. 593, 926 [1892]. 

H. V. EuiuvK und 8. KuubKRO,' D iese Zs. Bd. 71. vS. 14. und zwar 8. 20 [1911]; Bd, 73, 
^•^5, und zwar 8. 39 [191 ij; TI. v. Eur^KR und O. vSvanrerc,, Diese Zs. Bd. 105, 8. 187, und zwar 
S- 194 u. 21 1 [1919]; Bd. 106. 8. 201, und zwar 8. 214 [1919]. 
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R. W^iivLSTÄTTKR und F. Racke 3 zuverlässig so zu bestimmen, daß man die frische 
Hefe unter Zusatz von etwas Zellgift (Toluol) und von Puffer auf Rohrzuckerlösung 
eiiiwirken läßt. Auch bei invertinärmeren ober- und untergärigen Hefen von den 
Zeitwerten 700 bis 1000 ergibt die Analyse widerspruchsfreie Resultate. Die Be- 
stimmungen fallen aber nicht mehr sicher aus bei den an Invertin außerordentlich 
armen Hefen, zu denen wir in der beschriebenen Weise gelangen. Die erste Bcobach- 
tungszeit der Invertinbe.stimmung ergibt keine oder fast keine Invertinwirkung, aber 
die späteren ergeben Zeitwerte von z. B. 25000 und 20000. Ks scheint, daß das wenige 
noch vorhandene Invertin unzugänglich ist, vielleicht durch Gerinmmgsvorgänge 
versperrt. Fs ist nötig, die Hefe so wie bei der Maltasebestimmung nach R. WiEE- 
STÄTTKR und W. vSTKiBERT'f iui unverdünnten Zustand mit Zellgift, am be.stcn mit 
Kssigester, abzutöten und gegebenenfalls die dabei auftretende vSäure zu neutralisieren. 
Nach der Vorschrift von WdrxsTÄTTER und Steibebt genügen 4 bis 6 Minuten zur 
Verflüssigung. Tnir die Analy.se der invcrtinärinsteii Hefen scheint es aber besser 
zu sein, die \Vrflü.ssigung etwa 30 Minuten andauern zu lassen. In mehreren Spaltungs- 
zciten findet man nach zu kurzer Einwirkung des Zcllgiftcs oft aiLsteigende Werte 
des Inversionsvermögens, nach der länger dauernden Verflü.ssigung aber gewöhnlich 
gute tlbercinstimmung. 

[295] Wenn bei dic.sen Hefen zu wählen ist zwischen den äußerst niedrigen Werten, 
die sich direkt bestimmen lassen, und den höheren, die nach Verflüssigung gefunden 
werden, so sollen die letzteren vorgezogen werden, weil sie für den zu ermittelnden 
Effekt der direkten Saccharo.segärung die ungünstigeren sind. 

Pis ist nach dem vorliegenden Ver.suchsmaterial wenig wahrscheinlich, daß bei 
der Abtötung und Verflüssigung durch Zellgift in unverdünntem Zustand Enzym- 
ncubildung eintritt. Wahrscheinlich beruhen die beobachteten Differenzen darauf, 
daß das die Vorbehandlung mit Alkali oder vSäure überdauernde Invertin für den 
in die unversehrte Zelle eintretenden Rohrzucker nicht mehr genügend zugänglich ist. 

Andere Enzyme nach der Säure- oder Alkalieinwirkung. 

Maltase. Auf Brauereihefe ließen wir o,i 5 n-H 2 vS 04 2 vStunden lang einwirken. 
Während vom Invertin 12% übrig blieben, ging die Maltase bis auf etwa 2% ver- 
loren. Der Maltasczeitwert war zuvor 42, nach der Säurebehandlung betrug er un- 
gefähr 2000 (nämlich 1880 bei der i., 2360 bei der 2. Beobachtung, szeit). Die an Malta.se 
verarmte Hefe vergor Malzzucker mit einer etwas verlängerten Halbgärzeit von 
167 Minuten. Dabei verbe.sserte'^^i der Maltasegchalt zum Zeitwert 106. 

Bei (järführung mit niedrigster Zuckerkonzentration erholte sich der Maltase- 
gehalt der säurebchandelten Hefe in 8 Stunden zum Zeitwert 63. 

Die Brenncreihefe von Regensburg war von vornherein so arm an Maltase, daß 
sic sich für die Beobachtung der Malta.seabnahme nicht eignete. 

^ Liebig.s Ami. d. Cheni. 1^1.425, vS. i [1920/21]. 

Diese Zs. 1 kl. iii, vS. 157, und zwar vS. 168 [1920]. 
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Proteasen. Die proteolytische Wirksamkeit der Hefe leidet zugleich mit der 
carbohydratischen, aber in geringerem Maße. 

Herr Dr. W. (^RASSMANN hatte die Freundlielikeit, iiii Zusainnienhaiig mit einer demnächst 
y.u veröffentlichenden llntersiiclumg über llefeproteasen einige Versnclie an invertinarm ge- 
macliter Hefe ausznführeii. 

Tryptische Wirkung. Je 70 g der Ansgangshefe und der mit H^vSO^ hehaiideltcn liefe (Zeitw. 
16200) wurden mit je 4 ccm Chloroform verflüssigt und mit 70 ccm Wasser versetzt. Unter Neu- 
tralisieren der entstehenden [296] Säure liehen wir die enzymatische Freilegung 40 vStundeii 
dauern und das gebildete Autolysat noch einige Tage im Eisschrank stehen. 

Zur Bestimmung diente ('iclatine nh Substrat. 

2,0 ccm Autolysat mit 0.6 g Gelatine und 1,6 ccm "V^-I)iuatriumcitrat (/)], 5,0) im \'ol. 

von lü ccm. vSpaltimg in 24 Stunden hei 40 “. genies.sen in alkoholischer Lösung mit “/^-KOIl. 



Ausgaiigsliefc 

liivertinaniic Hefe 


2,00 

0,23 c('m 'VrF^dl 

Kontr. ohne vSuhstrat . . 

• • 0.25 

0.04 ,, 

Aciditätszmiahme . . . . 

■ • 1 . 7 .=; 

0, 19 , , 


Die ereptische Wirkung wurde ebenfalls verfolgt, indessen noch ohne ein fertig ausgearbeitetes 
Verfahren für die Freilegung des Ilefeerepsins. Aus (len gefundenen Zahlen der ereptischeii Wirkung 
ist nur zu schließen, daß ein Rückgang neben der Invertinzerstörung stattgefunden hat. 

Je 12,5 g der beiden liefen werden mit i ccm Kssigester im 5()-ccm-M(‘ßkolben verflüssigt, 
daraul mit 30 ccm Wasser verdünnt und die entstandene Säure während einer I'reilegungsdauer 
von 90 Minuten mit NH3 neutralisiert. Nach Auffüllen auf 50 ccm dienten 2 ccm der Su.spension 
(ciitspr. 0,5 g Hefe) für die Bestimmung mit 0,226 g d,l-Leu(’ylglycin und 3 (Tin ”V,-Natrinin- 
annnonphosphatpuffer (pn ~ 7,<S) in 10 (vin (je.samtv(ünmen. Spaltniig in 1 Stunde liei 40 
gemessen mit »/5-KOH. 


Au.sgangshefe 


1 ,66 

Kontr. ohne Substrat .... 0,18 

Aciditätszunahme 1,48 

Entspr. vSpaltung (asym.). . . 49% 


Tnvertinarnie Hefe 
(),(/:) ('cm »/5'RGH 
0,23 ,, 

0,67 ,, ,, 


Invertinbildung in invertinarmer Hefe bei der Gärung. 

Nach Verlust von etwa 95% des Invertins wies die Hefe in vielen Beisf)ielen 
fast unveränderte Gärkraft auf. Die Induktionszeit bis zum Eintritt lebhafter Gärung 
war verlängert, aber die ganze Zeit der Entwicklung der halben möglichen Kohlcn- 
säurenienge w^ar in günstigen Versuchen nicht (xler wenig vermehrt. Aus solchen 
Gärversuchen lassen sich aber keine überzeugenden Eolgerungen hinsichtlich der Aus- 
schaltung des Invertins von der Rohrzuckergärung ziehen, weil die Hefe während 
der Gärung wieder Invertin bildet. Unter den Bedingungen der Halbgärzeitbestimmung 
erholte sich z. B. die mit vSäure behandelte Zeitwert loooo bis 12000 rasch 

zu Zeitwerten, die zwischen 1500 und 2000 lagen^ab. 3) ; dann blieb [297] im weiteren 
Verlauf der Gärung der Invertingehalt stehen. Nach der Alkalibehandlung vermochte 
die Hefe in einigen Beispielen (Nr. 3 und 4 der Tab. 3) nur sehr wenig Invertin zurück- 
zubilden, aber dieses Verhalten scheint schwer reproduzierbar zu sein. In einigen 
ballen war nach der Alkalibehandlung die Gärkraft erheblich vermindert, in anderen 
war sie sehr gut geblieben, indessen es bildete .sich wiederum Invertin zurück. 
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Tabelle 3. 

I n vcrtiiizuwaclis in iiivertinariiier Hefe bei Gärung unter den Bedingungen der 
Halbgärzcitbestiniiuung. 


Xr. 

l'orlichandluiii; <lcr liefe 

Zeitwert 

vor nach 

Behaiulhint; 

Gärzeit 

jäning 

i Zeitwert 
i danach 

Halb^ärung 

.. Zeitwert 

„u zei , 

r 

0, 1 ^ ll-II:vSÜ^ , 2 vStd 

085 

10500 

05 

1750 

166 

’ — 


o,2n-IT2S04, 2 

685 

1 2 I(X) 

(,8 

1480 

I7I 

IQIO 

3 

ü,o5ii-NaOH, V/; . . . . 

605 

' 547 ‘> 


__ 

228 

4120 

4 

0,05 n-NaOH, 1 .... 

800 

1 1 400 

214 

, 7^70 

- 

— 


Auch bei Gärung in saurem Medium, bei - 2,03 bis 2,2, erfolgt Invertin- 
vermehrung (Tab. 4) und zwar mit derselben Ciesehwindigkeit und in demselben Maße 
wie bei der Gärung unter normalen Bedingungen. Die Erscheinung erreichte in 
einem Versuche während ^Is-Gänm^ (85 Mim), in einem anderen schon in 50 Min. 
ihr Ende. 


Tabelle 4. 

Invertiiizinvaclis in iiivertinariiier tiefe bei Gärung in saurem Mediiini. 


Xr. 

\'url)eh;uulluiiL: der Hefe 

Zeitwert 

voi n.aeh 

Holuiiidlim^ 

;mi d. 
Gär- 
fiiiss. 

' 4-Gärung 

Zeitwert 

danach 

Giiiüeit 

■Gännig 

i Zeitwert 
danach 

1 

'0,2 ll-HivSO^, 2 Std. . . 

500 

13 OCX) 

2.15 

127 940 

2 ü8 

I l8ü 


0,2 11-H:vSÜ4 , 2 ,, 

800 

1 3 500 

2,10 

II6 1180 

(nach 50 Min. 1150) 

2 1 0 

1320 

3 

0,1 11-H2SO4 , 2 ,, 

4. SG 

4c>oo 

2,05 

T14 1550 

204 

1660 

4 

0,1 u-NaOII, ',4. . . 

450 

8600 

2,05 

280 79(K> 

43« 


5 

0,05 n-NaOH , i ,, 

5 ’ ^ > 

8 100 

2.05 

130 1650 

(nach '/«-Gärung in 
85 Min. 1670) 

226 

ic;80 


[298] Die Enzymmengen, die bei diesem Ansteigen der Invertingehalte, also beim 
Rückgang der Hefezeitwerte, gebildet werden, sind nicht groß. Beispielsweise ent- 
halten 100 g trockene Hefe vom Zeitwert 12000 0,167 S.E. und bilden bei der Er- 
holung zum Zeitwert 1500 1,17 vS.E., während 100 g trockene Hefe vom Zeitwert 300, 
die in der neunten Arbeit zum Zeitwert 20 geführt wurden, 93,3 S.E. bildeten. 


Invertinwirkung in saurem Medium. 

Es ist die Methode dieser Arbeit, die invertinarm gemachte Hefe unter solchen 
Bedingungen Rohrzucker vergären zu lassen, daß die Gärgeschwindigkeit nicht erheblich 
hinter der normalen zurückbleibt und daß die Saceharasewirkung ni()glich.st herab- 
gesetzt wird. Dies wird in saurer Gärflüssigkeit erreieht und zwar bei = ungefähr 2, 
am besten 2,05. Die Gärung ist unter diesen Umständen, wie sich nach einigen Bei- 
spielen der Tab. 5 schätzen läßt, um etwa 20 bis 30% verlangsamt. Dagegen ist 
bei /)„ 1,80 bis 1,95 die Gärgescliwindigkeit bedeutend geringer. 
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Talielle 5. 

Vergleich der Ilalbgärzeiteii von obergäriger liefe unter üblichen Bedingungen und 
bei pii ungefähr 2. 


Nr, 

Vorbchamiliing der liefe 

Zeilweil 

/)H bei der 
Ciäiiinj; 

llalbKÜi'ze 

unter iioniialeu 
lledinfiuiiReii 

it 

in saurem 
Medium 

1 ! 

0,0=? 11-NaOH, I vStd 

5 2(X) 


207 

294 

2 1 

ebeii.so 

S 100 

2,05 

1 ()0 

22 f) 

3 

0,1 u-NaOH, VzvStd 

8 6üo 

2.05 

VrBär. 244 '/ 

i ('.är. 288 

4 

o,2n-H2SÜ4, 2 

13000 1 

2,1 

153 

1()0 

! ebenso 

] 3 (XX) 

2.1 5 

1 53 

208 

6 1 

0,15 n-IIzvS( )4. 2 Std 

.|c;oü 

2,05 

1 O 3 

203 


In diesem sauren Medium beträgt die Wirkung des Invertins, wenn sic mit 
einem gereinigten vSaccliarasepräparat bestimmt wird, nur ungefähr y% von der- 
jenigen bei optimaler Acidität ~ 4,b3)- Hie Bestimmungen (Tab. 6) führten wir 

mit Rücksicht auf den Vergleich mit der Gärung bei 30'’ aus, [299] nämlich unter 
den Verhältnissen der Vergleichszcitwertbestimmung nach R. WiixstÄttkr und 
W. vSTEiBKi/rh Infolge der Empfindlichkeit des Enzyms gegen Säure geht die Wirk- 
samkeit, also auch der Aktivitätsquotient, von der ersten Ablesung (Bcobachtungs- 
zeit etwa 30 Min.) zu den folgenden zurück. 


Tabelle 6 . Wirkung von 

Invertin (vS.W. 

3.7) hl 

— ungefähr 2. 

j 

PH 

Zeit 

(Min.) 

Drehung 

(") 

Si)allung 

(■;;.) 

VerhiiUnis der 
Wirkung zur 
optimalen (%) 

1.85 

Ü 

5.27 1 

0 

1 

1 

30 

4..58 

10,2 

4.5 


71 

4,14 : 

i (),5 

3-3 


210 

3.80 

21,4 

B 5 

2,03 

0 

5.27 

0 



46 

3,80 

21.5 

0,8 


87 

3.24 

20.0 

5.3 


226 

1 ,80 

50,6 

3.9 

2,07 ; 

0 

5.27 

0 



29 

4.40 

12,7 

6,0 


70 

: 3.81 

21.3 

4.5 

i 


3.17 

30,2 

4-5 

2,1 

0 

: 5.27 

0 

-- 


30 

4 .m 

15.8 

7 -^ 

i 

57 

i 3.53 

25,4 

6,8 

1 

i 

U3 

1 2.58 

30,2 

5,8 

2.13 1 

0 

1 5.27 

0 


' 

23 

4-21 

IV 4 

0.6 


58 

1 3.28 

2 (), I 

7.9 


114 

2,38 

42.2 

b ,3 


Bei der Bestimmung mit Hefe selbst und zwar mit der durch Essigester verflüssig- 
ten invertinarmen Hefe (Zeitwert 2000 bis 1000) ergibt sich nach den Beispielen der 

' Die.se Z.s. Bd. iii, vS. 157, und zwar S. 169 [1920]. 
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Tab. 7 der Aktivitätsquotiont bei «„ = 2 tp,,,,, i, -i , . 

Enzym. Das nocli in der Hefezelle enthaltene T ^ gereinigtem [300] 

durch vorhandene Puffer. Man erkennt daß si I "k Schutz 

, -::c t:: s;::£r;,r;:;: 

der Hofe 


Bei den „• . ' e ^ "’vertinhaltig geworden ist 

liingfohncInverttenrbVrrhnr^ “»mittelbar nach Alkali- oder Saurebehand- 

Wirksamkeit de,s W- 


fjlKlle «. Wirkung sehr iiivertiii.-iriiicr Hefe bei /.,[ 


^ 3,1 (l)d 30 °), 


Vcrli. der 
Wirkung zu 
dfrj. bei 
opt. ;>,f 


3 


>3 5<HJ 
J3 5of) 
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Für die Beurteilung der Invertinwirkung während der Gärung ist die Frage 
von Bedeutung, ob vielleicht die lebende Hefe in saurem Medium stärker auf Rohr- 
zAicker zu wirken vermag als die abgetötete. Diese Frage läßt sich an der durch 
Gärführung bei niedriger Zuckerkonzentration sehr invertinreich gemachten liefe 
entscheiden. Hier ist die Invertinwirkung im Verhältnis zur Gärgeschwindigkeit so 
stark und zwar auch noch in dem zu saueren Medium, daß die Gärung in der Beob- 
achtungszeit ganz ohne Kinfluß ist. Die Bestimmung in der lebenden Hefe (also ohne 
Zellgift) ergibt einen nur wenig höheren Aktivitätsquotienten als die übliche Be- 
stimmung nach Abtötung. Diese Versuche (Tab. 9) zeigen auch, daß das Invertin 
in den zu hohem Invertingehalt geführten Hefen, anders als in den mit Säure oder 
Alkali behandelten, durch natürliche Pufferung einigermaßen gegen die Säure geschützt 
ist. Der Quotient der Wirkung in stark saurem und in optimalem Medium ist höher 
als bei Invertinlösungen und als bei den verflüssigten invertinarm gemachten Hefen. 

[302] Tjibcllc (). 

Vergleich der l-lolirzuckerspaltung bei pu etwa 2 in lebender und in abgetöteler 

invertinreieher Hefe. 


Nr. 

Zcilwirt 
der liefe 

/>ii 

Zeit 

(Min.) 

Drehung 

n 

Sp.iltuiig 

.Vktivitals- 

(liiotieiit 




Lebende Tiefe 



I 

23 

I.S.S 

(.) 


0 





•7 

37 

.■>-74 

2.65 

3.3,3 

13 '-^ 




b 5 

1,55 

54.3 

1 1 ,9 

2 

^3 

1 ,90 

16 

3 . 5 ^> 

25,0 

iS,8 




37 

2,.» 2 

41.7 

15,2 





'.•9 

39.5 

13,4 

3 

26 

1-95 

29 

3.39 

^7.4 

15.5 





1.<1X 

1 4^.1 

1 3,6 




99 

1 ,06 

1 61,2 

II.O 

4 

26 

2,0 

29 

3,06 

32,2 

1S.5 




55 

1 .93 

43. s 

16,3 




105 

0,.|2 

7<->,7 

14.3 

5 

26 

2,03 

3 <'^ 

2.95 

4 9,3 

1 5,0 




1 

! 0.60 

66, S 

12,9 




i 149 

j 0,05 

76,2 

I 1,7 



Verflüssigte Tiefe 



6 

^3 

1-95 

19 

3.04 

3 - 3 ’ 

>44 




37 

1 .9-’ 


I 1 ,7 




66 

ü,S 6 

64,3 

10,5 

7 

26 

2,05 

41 

1 ,37 

56.S 

i 9,5 


1 


117 

- 0,62 

S;,.S 

3,8 


Rohrzuckergärung durch invertinärmste Hefen bei pn = 2. 

Mit den durch Säure- oder Alkalibehandlung .sehr invertinarm gemachten Hefen 
wurde der Rohrzucker in der sauren lAisung vergoren. Um die Geschwindigkeiten 
der Gärung und der möglichen Zuckerinversion zu vergleichen, ermittelten wir an 
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mehreren Zeitpunkten (74- und 72-Gärung) den jeweiligen Invertingehalt der Hefe 
und ihre Aktivität bei dem des Gärversuches. Die Bedingungen der Gärung gemäß 
dem [303] Vorschlag von Wii^LvSTÄtter und vSteiuket für die Bestimmung der Halb- 
gärzeit (30'’, 20 ccm 4,75 proz. Rohrzuckerlösung mit der 0,2 g trockener Hefe ent- 
si)rechenden Menge frischer Hefe) und die Bedingungen der Invertiiibcstimmung 
(Vergleichszeitwert bei 30'' mit 4,75 g Rohrzucker unter Zusatz von 2 ccm 20proz, 
NaHzPO^ in 100 ccm) waren so ähnlich wie möglich. Die Messung der Kohlensäure 
geschah wie in der Untersuchung von H. v. KueER und K. Josephson^ mit besonderen 
Vorsichtsmaßregeln in Büretten über Kohlensäure gesättigtem Wasser von konstanter 
Temperatur. Parallel mit dem (järversuche führten wir im Schütteltherniostaten 
von 30° eine Gärung in 20 fach größerem Maßstabe aus, um in aufeinanderfolgenden 
Proben den Invertingehalt und die Invertinaktivität bei /)„ = 2 zu ermitteln. 

Das saure Medium der Gärfltissigkeit, o,oin-Il2S04 entsprechend, erforderte in- 
folge der Gegenwart der Nährstoffe (0,25 g KH2PO4, 0,2 g Acetamid und ein wenig 
CaS04 und MgvS04) etwa i ccm n-H2S04 auf 20 ccm. Demgemäß wurde zur Be- 
stimmungslösung die dojDpelte Menge primären Pliosphats zugesetzt, nämlich 1 g 
KH2P04. Die Hefe beeinflußt die Acidität der Rösung, indem sie gewisse Mengen 
und zwar etwas wechselnde von vSäure adsorbiert. Im Vorversuch wurde mit der In- 
dicatoreiimethodc der für die Gärflüssigkeit -[• Hefe erforderliche Zusatz von n-H2vS04 
ausprobiert, im Gärversuchc selbst wurde die Wasserstoff zahl am Knde kontrolliert. 

Die folgenden Beispiele zeigen, daß die Zeiten der 74- ond 7 ^-Oärung den Zeiten 
entsprechender vSpaltung nahe kamen und daß die Gärung im allgemeinen sogar etwas 
rascher verlief als die mögliche Rohrzuckerspaltung. Dabei wurde aber der für die 
Gärung so kna])p verfügbare Invertzucker nicht etwa vollständig vergoren, sondern 
die Gärflüssigkeit enthielt nach 7^4- und 7 ^-Gärung erlieblichc Mengen von reduzierend 
wirkender vSubstanz. 


Erstes Beispiel. 

Angewandt Bretmereihefe von Regensburg, Invertinzeitwert 500, Halbgärzeit 
157 Minuten. 

[304] Nach 2stündigcm Behandeln mit o,2n-H2S04 war der Zeitwert 13000 und die 
Halbgärzeit 153. 

Gärung bei pw 2,1. 

74-Gärzeit 125, Vz-Oärzeit 190 Min. 

Zeitwert nach 74-^^ärung 1050, nach 7 i-^järung 1375. 

Nach \/4-Gärung: Nulldrehungszeit unter den Bedingungen der Bestimmung 
nach C. O’SrbbivAN und Tompson, indessen bei - 2,1, 17700 Min. (Nr. 5 der 
Tab. 7). Daher Anfang.swert der Hefe für Rohrzuckerspaltung bei p„ 2,1 etwa 
1,3% der normalen Aktivität, entsprechend 74'v^paltung in 5200 Min. 

Daher 74-‘Spaltungszeit 9.4 , 73-Spaltung.szeit 213. 

' Diese Zs. Bd. 120, vS. 42 [1922]. 
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Zweites Beispiel. 

Breiinereihefe von Regensburg, Zeitwert 510, Halbgärzeit 148. 

Nach I stündiger Behandlung mit o,()5n-Na()IT war der Zeitwert 5200 und die 
Halbgärzeit 207. 

( iär versuche bei />n 1,7s i,<S5 

74-('»ärzeit . . . , .^25 251 ig2 ^Nlin. 

Vz-dürzeit .... 613 4<S2 35(; ,, 

(lärversuch bei pu - i,<)5. 

lyiiii. 30 60 90 120 150 i<S() 210 240 270 3(X' 330 

ecm CO: 7 ^5 33 40 <>4 ‘ yi ) <4 loS 122 130 150 

Also '/rBärzcit 166, V-Gärzeit 318 Min. 

Ini Gärvcrsiich bei — r,8 (ohne großen Einfluß des />„) wurde nach ‘/^Gärung 
der Zeitwert der Hefe =- 2300 und die Nulldrehungszeil bei 2,0 31200, bei 

= 1,95 38600 Min. gefunden (Nr. 3 der Tab. 7). 

Mithin 74-8ipaltungszeil bei pn 2,0 166, l)ei p^ - 1,95 200 Min. 

V2- .. .. Pu 375. .. Pu - 1.95 465 >- 

In der Gärflüssigkeit wurde das Reduktionsvermögen nach vSonntao und 
Bkrtrand bestimmt. Unter den normalen Gärbedingungen enthielten je 20 ccm nach 
V2-Gärung reduzierende vSubstanz entsprechend 98 mg, bei /),, 1,95 22 mg, nach 

V4-Gärung bei p^^ ^ 1,85 22 mg und bei />„ ^ 1,8 16 mg Invertzucker, während er 

bei />n -■= 1,75 fehlte. 

[305] Drittes Beispiel. 

Brennereihefe vom Zeitwert 450, Halbgärzeit 166. 

Nach 72 stündiger Behandlung mit o,in-NaOH betrug der Zeitwert 8600 und 
die Halbgärzeit 438. 

(iänmg bei pn = 2,05. 

74-Gärzcit 280 Min. . 

Zeitwert nach ^ /4-Gärung 7350. Daraus berechnet sich unter Annahme eines 
Aktivitätsquotienten von 7% für p^^ 2 die Nulldrehungszeit von 105000 :\lin. 

Daher 74‘bpaltuiigszeit 533 Min. 

Viertes Beispiel. 

Brennereihefe von Regensburg, Zeitwert 510, Halbgärzeit 148. 

Nach I stündiger Behandlung mit 0,055 n-NaOH war der Zeitwert 8100, die 
Halbgärzeit 196 Min. 

Gärung bei /»n = 2,05. 

Min. 30 6u 90 120 150 iHo 210 240 

ccm CO2 6 15 37 50 ‘33 110 133 150 

Also 74-Gärzeit 130, 7;-Gärzcit 226 Min. 

Zeitwert der Hefe nach ^s-Gärung 1670, nach 74"6htrung 1650, nach 7 -T-hirung 
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Anfangsvvert der Hefe für Rohrzuckerspaltiing bei -- 2,15 höchstens 5% der 
normalen Aktivität, entsprechend 74-Spaltung in 860 Min. Nach 74-Gärung Null- 
drehungszeit der Bestimmung nach O’vSunuVAN und Tompson, aber für = 2,0, 
26800; nach 72-6hirung Nulldrehungszeit für ~ 2,1 30500 Min. Aus der ersten 
Zahl berechnet sich 

'/4-vSpaltungszeit 132, V:-Spalliuig.szcit 305 Min. 

Aus der zweiten Zahl berechnet sich 72'^^P‘'iitungszeit 367 Min. 

Auch bei diesem Gärversuch schien reichlich Invertzucker aufzutreten. In 
20 ccm Gärflüssigkeit (anfangs 0,95 g Rohrzucker enthaltend) fanden sich reduzierende 
vSubstanzen entsprechend 67,5 mg Invertzucker nach ^I^-Oämng, 44 mg nach '/j- 
Gärung. 

Bei der Bestimmung der reduzierenden Lösungen hat uns Herr Hnnco Lampk 
freundlichst unterstützt und uns zu Dank verpflichtet. 
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57. ZUR KENNTNIS DES INVERTINS. 

Von Richard Willstätter, Karl Schneider und Erwin Wenzel. 

Zwölfte Abhandlung. 

(Aus dem Clicmisdien baboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegaiigeii am u. vSeptember 10-35.) 

Theoretischer Teil. 

Die vorliegende Arbeit, mit der wir unsere Beiträge zur Kenntnis des Invertins 
abzuschließen genötigt sind, versucht die Adsorptionsmethode weiter zu entwickeln, 
um Saccharase in höherem Reinheitsgrade als bisher zugänglich zu machen. Der 
Vergleich der cpialitativen Analyse und der vStabilität reinerer Invertinpräparatc 
soll darüber Aufschluß geben, ob einzelne chemisch definierbare Begleitstoffe für 
das aktive Knzyni unentbehrlich, für seine Zusammensetzung wesentlich sind. Auch 
soll dadurch das Ausgangsmaterial verbessert und vervollständigt werden für ver- 
gleichende Versuche über Hemmung der vSacchara.se, wie sie R. Kuhn und H, MtiNCii’ 
im Chemischen Daboratorium der Bayerischen Akademie erfolgreich in Angriff ge- 
nommen haben, um die Abhängigkeit der Affinitätsverhältnisse von der Zusammen- 
setzung der Knzymkomplexe kennen zu lehren. 

In der zehnten Abhandlung wurde angestrebt, durch Anwendung von Hefen, deren 
Invertingchalt bei Gärführung mit geringster Zuckerkonzentration sehr hoch, z. B. 
auf das 15 fache [2] gesteigert worden war, und mit Hilfe feinerer Verfahren der In- 
vertinfreilegung das Ausgangsmaterial für die Darstellung von Invertin zu verbessern. 
Diese Versuche werden im experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit weitergeführt. 
Die vor kurzem beschriebene fraktionierte Autolyse hat Hefeauszüge geliefert, ,, deren 
Saccharasekonzentration 4- bis 8 mal größer ist als die der angewandten Hefen, während 
bisher der Übergang vom Pilz in das Autolysat die enzymatische Konzentration 
nur auf das Doppelte bis höchstens Dreifache gesteigert hatte“. Durch Vervollkomm- 
nung des Freilegungs Verfahrens, das sich noch mehr auswählend gestaltet, gelangen 
wir neuerdings zu Hefeauszügen, deren Saccliarascwert 0,5 bis i beträgt, also 
sogar das 10- bis 20 fache von demjenigen der invertinreichsten Hefen. Kr steigt 

" ..Über Gluco- und FructOvSaccliarase“. iiii Druck in dieser Zs. 
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allein bei der Dialyse auf 2,5 (Zeitwert 0,40). Zumal nun die große Invertinkonzen- 
tration im Autolysat, die Abkürzung des Alterns und die Verbesserung der Adsorptions- 
verfaliren auch die früher unvermeidliche teilweise Inaktivierung des Enzyms zu ver- 
hüten gestattet, stand es wohl zu erwarten, daß die Adsorptionsmethode aus so gün- 
stigem Ausgangsmaterial Invertinpräparate von viel höherer enzymatischer Kon- 
zentration herausholen würde. Nichts Derartiges wird erreicht. Die Darstellung von 
Invertin wird nur bequemer. Ohne Mühe kommt man in kurzer Arbeit von dv^r Hefe 
zu Invertinpräparaten von dem üblichen Grenzwerte des vSaccharasewertes, d. i. etwa 5. 
Daran ändert sich auch nichts, wenn man die fraktionierte Autolyse der Hefe bei 
Zimmertemperatur in sehonendster Weise ausführt und den Alterungsprozeß, durch 
den die Adsorption erleichtert wird, vermeidet. Die vorsichtige Freilegung des In- 
vertins aus der Hefczelle und der in der Wärme scheinbar energischer durchgeführte 
Abbau der Hefeniasse führen zu Invertinpräparaten von gleichem Reinheitsgrade 
und von übereinstimmender Zusammensetzung. Größere Unterschiede in der quali- 
tativen Zusammensetzung des Invertins gibt es nur zwischen der raschen Autolyse 
unverdünnter Hefe (sei es bei Zimmertemperatur oder in der Wärme), die wir heute 
anwenden, und der früher angewandten langsameren Autolyse verdünnter Hefe. 
Bei dieser wird die Hefe viel weitgehender ausgeleert. Dies [3] bedeutet, daß so die 
Abbauenzyme viel stärker arbeiten als nach der Abtötung unverdünnter Hefe, die 
wir in der letzten Zeit vorzogen. Die energischere Abtötung der unverdünnten Hefe 
unter geeigneten Bedingungen (auch in der Wärme) führt schonendere Invertinfrei- 
legung herbei, die gelindere, langsame Abtötung verdünnter Hefe bewirkt weniger 
auswählende Hefeentleerung und stärkeren Abbau des Invertinkomplexes. 

Das Ergebnis ist bemerkenswert und überraschend, um so mehr, als mit der 
starken Anreicherung des Invertins in der Hefe nur eine geringfügige Vermehrung 
anderer Enzyme Hand in Hand geht. Das Mengenverhältnis der vSaccharase zu 
den näher verwandten Stoffen (anderen Enzymen und Inaktivierungsprodukten) in 
den neuen Autolysaten ist weit günstiger als in den älteren. Es läßt sich noch günstiger 
gestalten durch Trennung des Invertins von anderen Hefeenzymen. In einer dem- 
nächst zu veröffentlichenden Untersuchung von R. Wieestättkr und E. Bamann 
wird die IMaltasc, deren Inaktivierungsprodukt sich bisher der Saccharase beimischte, 
durch auswählendc Adsorption mit bestimmtem Aluminiumhydroxyd von der Saccha- 
rase abgetrennt, die enzymatische Reinheit des Ausgangsmaterials also noch mehr 
verbe.ssert. 

Der Vergleich der Invertinpräparate, die aus Autolysaten vom Zeitwert i nach 
den bisherigen Adsorptionsmethoden gewonnen werden können und an denen diese 
ihre Grenze erreichen, mit den ebenso reinen und etwas reineren Invertinpräparaten, 
die durch Kaolin- und Tonerdeadsorption aus Autolysaten vom Zeitwert etwa 200 
gewonnen werden konnten, lehrt uns also, daß in den Autolysaten und Präparaten 
von heute die natürlichen Aggregate der Saccharase mit ihren Begleitstoffen mehr 
geschont sind und daß die natürlichen Enzymkomplexc bei der langsameren Ver- 
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giftung der mit Wasser verdünnten Hefe und bei den langdauernden proteolytischen 
Vorgängen der Alterung in tiefgreifender Weise verändert werden, wobei ,,die Sacclia- 
rase ihre Gesellschaft mit Begleitstoffen wechselt“. In Übereinstiiiiniung damit steht 
cs, daß die neuen Präparate bei gleichem vSaccharasewxTte iin allgemeinen viel be- 
ständiger sind, als die früheren. [4] Beispielsweise sind zwei der reinsten Präparate, 
die im experimentellen Teil beschrieben werden, bei allen Vornahmen, einschließlich 
des letzten Eindampfens und der Elektrodialyse, in ihrer Aktivität konstant geblieben. 

Wenn es also einerseits gelingt, in einer langen Folge von Operationen jede Wirk- 
sanikeitsabnahnie zu vermeiden, so sind wir andererseits in allen Versuchen dieser 
Arbeitenreihe bei der vSaceharase niemals der Erscheinung der Aktivitätszunahnie 
begegnet, die vor kurzem H. v. EuüKR und K. Joskpilson' auf Grund der Versuche 
von H. V. Euij:r und I. TandstAi, mitgetcilt haben. 

Die Verarbeitung der Hefeauszüge von vS.W. 0,5 bis 1 durch Adsorption mit 
Kaolin und mit Tonerde hat in der Steigerung der enzymatischen Konzentration 
wieder zu der Grenze geführt, die wir in der achten Abhandlung nicht zu überschreiten 
vermochten. Das Enzym vom Saceharasewert etwa 5 ist mit seinen Koadsorbentieu 
zu so festen Aggregaten vereinigt, daß es bei der Adsorption an Tonerde das Verhalten 
eines einheitlichen Stoffes aufwei.st. Einen gewässen Fortschritt erreicht man durch 
fraktionierte Ausfällung mit Tannin. Keincre Tnvertin])räparate geben unter ge- 
wöhnlichen Bedingungen mit Tannin keinen Niederschlag, aber in den bisher erreich- 
baren Reinheitsgraden werden sie bei o"’ von Tannin gefällt. Ohne daß dieses Ver- 
fahren eine Scheidung des Enzyms von .seinen hartnäckigsten Begleitern ermoghehte, 
hat es wenigstens erlaubt, Invertin von höherem Reinheitsgrad aus dem Tannat- 
niederschlag zu isolieren und weniger reines in der Mutterlauge zurückzulassen. Eines 
der Präparate von bisher höchsten Saccharascwertcn (nämlich 9,43; wegen seiner 
geringen Beständigkeit i.st diese Zahl aus der Wirksamkeit vor der Dialyse und dem 
Trockengewicht nach der Dialyse abgeleitet) ist so gewonnen. 

Einen bedeutenden methodischen Fortschritt erblicken wir in einem Verfahren 
der fraktionierten Adsorption an ein Adsorbens, das erst in der Enzymlösung erzeugt 
wird. Durch antcilwTise Bildung eines adsorptiv wirksamen Niederschlags [5] von 
Bleiphosphat lassen sich die durch Kaolin und Tonerde gereinigten und nicht w'citer 
zu reinigenden Invertinpräparate auf höhere enzymatische Konzentration bringen. 
vSie lassen sich derart fraktionieren, daß in den letzten Fraktionen vSaceharase werte 
von etwa 10 erreicht werden. Auch gelingt es mit dieser Methode, zum ersten Alal 
in sicherer Weise das Enzym von dem Produkt seiner Inaktivierung zu trennen. Bisher 
hatte die Adsorptionsmethode nicht für die Trennung des Enzyms von den ihm am 
nächsten verwandten vStoffen hingercicht; immer blieben ,,die in den kolloiden Eigen- 
schaften dem Enzym nächst verwandten, durch das Fehlen der aktiven spezifischen 
Gruppe von ihm sich unterscheidenden Umwandlungsprodukte die hartnäckigsten 
Begleiter“. Wenn Invertin durch vStehen oder Erwärmen der Eösung oder bei der 

' Diese Zs. Jkl, 145, vS. 130, und zwar S. 135 [1925]. 

Willstättcr, Rnzyme. 
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Klektrodialyse eine starke Wirksamkeitseinbuße erlitten hat, so liefert die Fraktio- 
nierung mittels des anteilweise entstehenden Bleiphosphats eine Restlösung von In- 
vertin mit dem vor dem Aktivitätsvcrlust gegebenen Saccharasewerte. 

Die ansehnlichen Verschiebungen im Tryptophangehaltc des Invertins, die bei 
der fraktionierten Adsorption an Bleiphosphat beobachtet werden, bestätigen die 
Folgerungen, die unsere letzte Arbeit hinsichtlich der Bedeutung des Tryptophans 
für die Zusammensetzung der Saccharase gezogen hat. Die Entdeckung des Trypto- 
phans im Invertin von H. v. KiTOR und K. Joskpiison* war von großem Wert für 
die Kennzeichnung und für den Vergleich der Tnvertinpräparate und für die Prüfung 
der Leistungsfähigkeit der Adsor])tionsniethoden. Es ist auch jetzt noch nicht möglich, 
auf einfache, leicht reproduzierbare Art die Saccharase vom tryi)tophanhaltigcn 
Peptid zu befreien. Indessen sind wir, wie früher, auch in dieser Arbeit und zwar 
bei der Blei])hosphatad.sorpti()n einer Fraktion des Invertins vom S.W. o,8i (in- 
direkt bestimmt 4,17) begegnet, die das Enzym vollkommen frei von Tryptophan- 
(wic von Tyrosin-) Peptid enthielt. P^s gelingt uns auch, schon die Freilegung des In- 
vertins aus der Hefezelle so zu leiten, daß in dem dialysierten Autolysat von Anfang 
an nur geringe [6] Mengen Tryptophan beis])ielsweise nur 0,25 mg auf i S.E. treffen, 
während in den Endpräparaten von 11. v. Eui^kr und K. Josrpiison vom S.W. 3,7 
und 4,00 auf 1 S.E. 0,667 und 0,695 mg Tryptophan -trafen und während die in dieser 
Arbeit beschriebenen reinsten Präparate von den Saccharasewerten 8,4, 11,9, 9,7 
auf 1 S.E. 0,12, 0,16 und 0,18 mg Tryptophan enthielten. Wenn also auch die For- 
derung') nicht erfüllt ist, daß ,, reproduzierbare Methoden angegeben wwlen können, 
nach w'elchen Invertinpräparate überhaupt unter Beibehaltung ihrer Aktivität von 
Tryptophan befreit werden können", so dürfte doch der Nachweis überzeugend ge- 
worden sein, daß der Gehalt an Eiweißspaltungsprodukten, nämlich an irgend einem 
bestimmten Pe])tid, für die Zusammensetzung der Saccharase unwesentlich ist. Es 
wird im folgenden gezeigt, daß der Gehalt an Tryptophan nicht einmal für die Be- 
ständigkeit der Saccharaselösungen von Wichtigkeit ist. Wie aus den letzten Aus- 
führungen von H. V. Eurer und K. Josepiison^) hervorgeht, dürften in bezug auf 
die analytische Beschreibung und die Erklärung der Saccharase keine wesentlichen 
Unterschiede zwischen der Auffassung unserer Stockholmer Kollegen und der unserigen 
geblieben sein. 

Die Annahme^), „daß das Molekül eines Enzyms aus einem kolloiden Träger 
und einer rein chemisch wirkenden aktiven Gruppe besteht", heischt eine Ergänzung, 
die nach dem nun vorliegenden analytischen Material gegeben werden kann. Die 
chemisch definierten Begleitstoffe der Saccharase von kolloider Natur, wie Hefe- 
gummi, tyrosinhaltiges und tryptophanhaltiges Peptid, anscheinend auch Nuclein- 
säuren, die wir von anderen aus dem Ausgangsmaterial stammenden l'remdstoffen 

' Cliciii. Ber. Bd. 57, vS. 859 [1924]. 

') TI. V. IvuRER und K. Josepiison, Dic.sc Z.s. Bd. 145, S. 130, und zwar vS. 142 [1925]. 

Bie.se Zs. Bd. 145, S. 130 [1925J. 

9 R. WiiRSTÄTTKR, Cheni. Ber. Bd. 55, S. 3601. und zwar vS. 3606 [1922]. 
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nicht zu unterscheiden vermögen'^, treten mit der [7] Saccharase vergesellschaftet 
auf und wirken bei den Adsorptionsvornahinen als Koadsorbentien. Wenn es gelingt, 
wie es bei jedem dieser vSubstanztypen der Fall ist, einen solchen Begleitstoff von der 
Saccharase unter Erhaltung ihrer Aktivität abzAitrennen, so ist der Begleiter als 
bedeutungslos für die Zusammensetzung des Enzyms erkannt, mag er auch vielleicht 
auf die Affinität des Enzyms zu seinem Substrat, auf seine Hemmung durch dessen 
Spaltungsprodukte von Einfluß sein. Auf diesem Gedanken beruht die Methode 
unserer Arbeiten, unter Wechsel und Anpassung der Reinigungsvornahmen das Enzym 
von jedem einzelnen der chemisch definierten Bcgleitstoffe vollständig zu befreien. 
Die dabei gewonnenen Erfahrungen machen es wahrscheinlich, daß die Natur des 
kolloiden Trägers veränderlich ist. Ein einzelner kolloider Träger ist entbehrlich, 
wenn dem Enzym ein anderer geeigneter zur Verfügung steht; das Enzym vermag 
seine Aggregate zu wechseln. Es erscheint nur noch nicht als erreichbar, die chemisch 
wirkende aktive Gruppe, die man das eigentliche Saccharasemolekül nennen sollte, 
unter Erhaltung der Wirksamkeit von den schützenden Kolloiden vollkommen ab- 
zutrennen. 


Experimenteller Teil. 

I. Fraktionierte Autolyse unter Neutralisation. 

Das beste Verfahren der Freilegung des Invertins ist die fraktionierte Autolyse 
nach der X. Abhandlung. Sie besteht in der Abtötung der unverdünnten Hefe durch 
Toluol, Abtrennung des Verflüssigungssaftes und kurz dauernde Autolyse bei 30”. 
Die Anwendung dieses Verfahrens auf die invertinreichen Hefen, gewonnen durch 
Gärführung bei niedrigster Zuckerkonzentration (IX. Abhandlung), lieferte statt der 
Autolysate vom Zeitwert 2o() bis 114 Hefeauszüge vom Zeitwert 5 bis 2,5. Zu einer 
weiteren Verbe.sserung der Autolysate hinsichtlich der enzymatischen Konzentration 
führt die Neutralisation des Verflüssigungssaftes. Bei der Einwirkung des Zellgiftes 
in der ersten Phase der Autolyse tritt reichlich vSäurc auf. Es ist vorteilhaft, einige 
Zeit nach der vollständigen Verflüssigung, [8] z. B. nach i vStimde, Wasser (gleich 
dem Gewicht der Hefe) zuzusetzeii und die Hefesuspension mit verdünntem Am- 
moniak zu neutrali.sieren und bis zur Abtrennung nach zwei weiteren vStunden neutral 
zu halten. Dann nimmt die abzutrennendc Flüssigkeit mit den ersten Anteilen des 
Invertins eine größere Menge von Beimischungen fort als im Falle der sauren Reaktion. 
Auch wird dadurch die enzymatische Freilegung des Invertins gefördert. Ähnliche 
günstige Resultate werden erzielt, wenn man die Hefe anstatt mit Toluol durch Ver- 
reiben mit 5 bis 10% feingepulvertem Diammonphosphat verflüssigt oder besser mit 
Phosphat -f Toluol. Der Puffer genügt, .so daß Neutralisation mit Ammoniak nicht 
mehr nötig ist. Dieses Verfahren wurde entweder bei Zimmertemperatur (6 bis 

'* Hiervon abweichend nehmen 11. v. EurKR und K. JoSKriisoN an, daß der kolloide Träger 
genau zu unterscheiden sei von den aus dem Ausgangsmaterial stammenden Ikgleitstoffen (a. a. O., 

132). 


53 ’ 
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8 Stunden bis zur Abtrennung) oder bei 30 ° (im ganzen 3 Stunden bis zur Abtrennung) 
ausgeführt oder auch nur die Verflüssigung bei 30° und die nachfolgende Invertin- 
freilcguiig bei Ziiunicrteniperatur. Man fand keine großen Unterschiede im Verlauf 
der Autülyse, in ihrer Dauer, in der Reinheit der entstehenden Invcrtinlösungen 
zwischen der Ausführung bei Zimmertemperatur oder bei 30", mit oder ohne riiosphat. 

Diese Verbesserung der fraktionierten Autolyse drückt sich in den überraschend 
günstigen Zeitwerten von 4 bis i aus, die beim Verarbeiten der invertinreichsten Hefen 
erzielt werden. Die Schwankungen in den Versuchsreihen sind indessen ziemlich 
beträchtlich, da sich die Hefeproben auch bei gleichartiger Vorbehandlung in den 
enzymatischen Vorgängen der Freilegung ungleich verhalten. Kinige gute Beispiele 
verzeichnet die Tab. i. 

Die verschiedenen Ausführungsweisen der beschriebenen Invertingewinnung ver- 
glichen wir nicht allein, um die höchsten Reinheitsgrade der Hefeauszüge zu erzielen, 
sondern vielmehr um zu prüfen, ob die schonende Freilegung bei gewöhnlicher Tem- 
peratur andere Aggregate des Invertins mit Begleitstoffen entstehen läßt, als der, 
wie man hätte vermuten können, energi.scher verlaufende Abbau des Hefeinhalts 
bei 30 ^ Aber weder die Auflösung reichlicher Mengen von Hefegummi, noch die 
Verge.sellschaftung des Invertins mit tryptophanhaltigen [9] Peptiden läßt sich ver- 


TalKllc! I. 

Verfahren der gebrochenen Freilegung des Invertins unter Neutralisation. 


Zeitwert 

Nr. der Vert;ihren 

Hefe 

Dauer bis zur 
.\blr. 

unverd., verd., 
Std. ; Std. 

Inv., Proz. 

in der 
Vorfraktion 

Dauer der 
weiteren 
Freilegung 

Inv., Proz. 
in d. Haupt- 
fraktion 

Zeitwert 

des 

Hefeausz. 

1 18,3 Vcrfl. d. Toi. u. Aul. bei Zimnierteinp. mit 

Neutral, d. Ammoniak 

6 1 

30 12 

68 I,T2 

2 18,3 Verfl. u. Aut. bei 30“ mit 5% Pliop.sliat + 

Toluol 

I 1 

1 9 1 20 

7 S , 1.15 

3 19,7 Verfl. u. Aut. bei 30“ mit 10% Phosphat i 

Toluol 

I 2 

iS 36 

/-e. 

6S 1,19 

4 19,7 \’erfl. d. Toi. u. Aut. bei 30° mit Neutrali- 
sation 

I 2 

12 i 16 

/b i 1,63 

5 19.5 dgl 

I 2 

9 ‘ 11 

87 ! 1,77 


meiden. Mit ähnlichen Abänderungen wie in Tab. i sind in weiteren Versuchen 
(Tab. 2, vS. 10) aus sehr invertinreichen Hefen Autolysate gewonnen und teils vor- 
sichtig ohne Alterung, teils nach i- bis 2 tägiger Alterung bei 30° auf Präparate von 
höherem Reinheitsgrade verarbeitet worden. Die zunächst durch Kaolinadsorption 
(Verfahren der X. Abhandlung IIIi , S. 23), sodann mittels Tonerde (so wie im folgenden 
bei der Verarbeitung der Alkoholfällung beschrieben) gereinigten Präparate wie.sen 
keine bemerkenswerten Unterschiede auf. »Sie enthielten 3 bis 5% Tryptophan bei 
Zeitwerten von 0,24 bis 0,19. Nur die nach den älteren Verfahren durch viel weiter- 
gehenden Abbau der Hefezelle gewonnenen und lange gealterten Autolysate ergeben 
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Invertinpräparate von wesentlich anderer Ziisaniniensetznng, durch starke Milion- 
reaktion ausgezeichnete, verhältnismäßig tryptophanarme. 


[10] Tabelle 2, 

Invertinpräparate nach mehr oder weniger schonender Ausführung der fraktio- 
nierten Autolyse unter Neutralisation. 


Zdt- j Zeit- 

Nr ' Verfahre« 

^ der df^ 

Hefe Autolys. 

Alteniuj; 

Kadlinadsorptioii 

1 IvUil. Zeilw. 
A.W. i Ausl», derdial. 

Idut. 

Toiierdeadsorption 

dial. Idiilioii 

AAV. 

ZeitWLilTixpt.'’,, 

] 19,7 Verfl. bei 30” oline Neutr. ii. 

i Aut. (iS vStd.) bei Ziiiiiiicr- 1 

' leiiiperalur ■ iM 3 ' 

48 vStd. 
bei 30*^' 

0.56 80 0,31 

53 1 0,24 ' 5,3 

2 23,0 , Verfl. mit Neutr. 11. Aul. bei 30 

(13 Stunden) ^,23 

<igi. 

0,51 82 , 0,22 

!(0.2l) 

51 ' 0,23 1 4,3 

3 18,6 Verfl. u. Aut. b. Zinniierteinp. 

(12 Stunden) i.OS 

keine 

0.18 85 0,2 2 

(0,21) 

49 ' e,24 ' 3,3 

4 ' 18,4 Verfl. u. Aut. b. Zhnmertemp. ' 

24 vStd. 


(0, 15;! 

(12 Stunden) 1,01 

bei Z.-T. 

C.57 <83 ' 

63 : 0,19 ' 3,0 

5 ] 18,4 Verfl. u. Aut. bei 30° mit 10%' 

Phosphat + Toluol (13 Std.) 1.58 

IO Tage 
liei Z.-T. 

0,58 65 0,22 

i 

43 1 — 


Die zumeist von uns angewandte Methode (ähnlich wie im Beispiel der 
X. Abhandlung, vS. 20) besteht in der [ii] Führung der Brauereihefe zu einem Zeit- 
wert von etwa 20, Abtötung in unverdünntem Zustand mit Toluol bei 30 ^ Verdünnen 
mit gleichem Gewicht Wasser nach 1 vStunde und Neutralisieren mit verdünntem 
Ammoniak, Abtrennung der neutral gehaltenen A^orfraktion nach zwei weiteren 
Stunden, Freilegung des Invertins in einem Arbeitstag oder einem ganzen Tag bei 
30 mit einer Ausbeute von 95 % des nach der Abtrennung noch vorhandenen oder 
ungefähr 85% des gesamten Ilefeinvcrtins. Das mit der doppelten oder vierfachen 
Wassernienge verdünnte Autolysat wird zunächst mit der Zentrifuge abgetremit 
und zweckmäßig erst danach durch geringes Ansäuern mit Essigsäure von Eiweiß 
vollständig befreit. 

Beschreibung: Die neuen Autolysate, deren Zeitwert gewöhnlich zwischen 
2 und I liegt, sind bei einem (jchalt von i S.E. in 40 ccm so gut wie farblose, wasser- 
klare Eösungen, erst nach dem Eindampfen (auf i S.F). in 2 bis 4 ccm) grünlichgelb 
und etwas trüb. Eingetrocknet geben sie hygroskopische, sandfarbige Pulver. Die 
Milionprobe fällt deutlich aus, aber sie kann allein bei der Dialyse oder bei einer Fällung 
unt Alkohol oder einmaliger Adsorption mit Kaolin verschwinden. 

Ein solches Autolysat vom Zeitwert 1,19 enthielt, bezogen auf Trockengewicht, 
7.3% Hefegummi und 1,10% Tryi)tophan, d. i. auf i S.E. 4,35 mg Hefegummi und 
0,65 mg Tryptophan. Es wurde unter zweimaligem Wechsel der Fischblase der Dialyse 
unterworfen, deren Wirkung in 3 Wochen beendet war (Verlust 6 %). Die enzymatische 
Konzentration war aufs dreifache gestiegen (Zeitwert 0,39 bis 0,40), der Try^rtophan- 
gehalt in Prozenten des Trockengewichtes fast unverändert geblieben (gef. 1,16 und 
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1,25%), aber berechnet auf i S.K. auf ^3 zurückgegangen (0,23 ing Tryptophan auf 
I »S.K.). Die auf I S.K. treffende Tiy^ptophanmenge ist also ohne eine weitere Reinigung 
4 mal kleiner als in den besten Präparaten der VIII. Abhandlung. 

Die durch langdauernde Dialyse auf so hohe Zeitwerte gebrachten Autolysate 
eignen sich nicht mehr für die Anwendung der Kaolinadsorption. Der Adsorptions- 
wert ist zwar hoch (beim angeführten Beispiel 1,12 bei () 0 % Adsorption), [12] aber 
infolge von Knzymzerstörung am Kaolin läßt sich keine gute Klutionsausbeute er- 
zielen (gef. 43% in der Klution). 

Um mit Invertin künftig zu arbeiten, wird man, wenn Beimischungen von Hefe- 
gumnii und von Peptiden nicht stören, einfach die hier beschriebenen Autolysate 
anwenden. Zu Präparaten von höherem Reinheitsgrade gelangt, man (ohne lang- 
dauernde Diah’se) am einfachsten durch einmalige Adsorption an Kaolin (wie in der 
X. Abh. S. 23 beschrieben) oder zweckmäßig durch I'ällung mit Alkohol und ein- 
malige Adsor|)tion an Tonerde (vgl. VIII. Abh. S. 273 und X. Abh. S. 26). Nur 
für das letztere Verfahren soll, da cs noch verbessert werden konnte, ein Beispiel 
angeführt werden. 

Fällung durch Alkohol: Ein frisch bereitetes Autoly.sat (1,5! enthaltend 
20,9 S.K., Zeitwert 1,15) wurde auf 0° abgekühlt und mit -Essigsäure (5 ccm) zu 
einem von etwa 5 angesäuert. Beim Vermischen mit dem gleichen Volumen auf 
--20 ° gekühlten Alkohols fiel eine geringe Menge Niederschlag aus, zu wenig und fein 
zum Zentrifugieren. Wir saugten die Suspension auf 2 Nutschen durch Filter ab, 
die mit einer 1 mm dicken Schicht von Kieselgur bedeckt waren. Man konnte den 
Gur leicht vom Pa])ier ablösen und durch Verrühren mit Wasser eine klare filtrier- 
bare Enzymlösung gewinnen. Sie enthielt in 370 ccm 20,7 S.E. vom Zeitwert 0,45 
(unmittelbar — ohne Dialy.senverlust — bestimmt). 

Tonerdcadsorption: Die Invertinlö.sung wurde auf 92 ccm eingeengt. Bei 
dieser hohen Konzentration adsorbierten wir mit 0,40 g Tonerde (in 40 ccm Wasser) 
18,7 E. Der Adsorptionswert war .schon .sehr hoch, nämlich 47 (Verd. i S.E. in 6,5 ccm). 
Das 3 mal gewa.schene Adsorbat lieferte, in ^/2 1 Wasser suspendiert, beim Versetzen 
mit 4 g Diammonphosphat und Umschütteln in 5 Minuten eine erste Elution, die 
13 S.Py. enthielt. Der Reinheitsgrad des Präparates war S.W. 7,31 (Zeitwert 0,137), 
aber infolge von 6% Verlust bei der Dialyse und 8% bei der Elektrodialyse wies 
es praktisch nur den Zeitwert 0,158 auf. . Es war frei von Hefegummi und enthielt 
2% Tryptophan. 

[13] II. Fraktionierte Fällung durch Tannin. 

Invertin gibt mit Tannin unter üblichen Bedingungen keine Fällung, selbst bei 
hoher Konzentration. Ein anderes Verhalten beobachteten wir aber bei tiefer Tem- 
peratur. Beim Abkühlen auf 7° tritt Trübung ein, die bei 4° dichter wird und bei o"" 
die Form eines weißflockigen Niederschlags annimmt, der sich in der Zentrifuge 
von der Flüssigkeit trennen läßt, die, solange die Temperatur tief ist, milchig bleibt. 
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Die Pallung ist weniger von der Konzentration des Invertins, als von der des Tannins 
abhängig; auch verdünnte Tnvertinlösungen geben bei 0" Niederschläge auf genügen- 
den Zusatz von Tannin. Aber die Abtrennung der Tanninfällnng in der Zentrifuge, 
wobei die niedrige Temperatur beibehalten werden muß, wird durch Anwendung 
sehr konzentrierter Invcrtinlösungen (i S.lv in i bis 1,4 ccm) erleichtert. Olcichwie 
pflanzliche Peroxydase^ in jedem bisher erreichbaren Reinheitsgrad mit Tannin eine 
vollständige Fällung gibt, so bildet bei o*" Invertin auch von hohem Reinheitsgrad 
den Tannatniedcrschlag z. B. ein Präparat von vS.W. 7,3; aus den Mutterlaugen der 
Niederschläge läßt sich durch vermehrten Zusatz von Tannin das Invertin vollends 
ausfällen. Eine Trennung in tanninfällbarcn und -unfällbarcn Anteil erfolgt also nicht. 
Die Beständigkeit des Invertins gegen Tannin ist bei gewöhnlicher Temperatur ziem- 
lich gering, nur durch rasches Arbeiten bei der tieferen Temperatur gelingt es, die 
Enzymzerstörung in mäßigen Grenzen zu halten. 

ln Versiu'lien bei 20“ mit Invertin vom 8.W. 1,30 beobachteten wir bei einer Konzeiilralion 
von 1 vS.B. in 20 ccm mit o,33gTannin auf t vS.K. .sofort nach Zusatz des 'rannins S, nach 45 Min. 
33, nach 75 IMiii. 41 % Verlust von Invertin. Als sogleich nach dem Taimin die zur Adsorption 
erforderliche Menge Tonerde zngesetzt wurde, betrug der Verlust alsbald schon 15, nach 
45 Min. 40, nach 75 ]\lin. 50%. In Ver.snchen hei 0° mit i S.K. in 6,5 ccm war der Invertin- 
verlust sofort nur 2, nach 45 Min. it%, in sofach verdünnter Lösung in 45 Min. i3?o. Auch 
beio'' war die Hnzymzerstörnng in der tanninhaltigen Lösung aufZu.satz von Tonerde bedeutend, 
z. E. in 45 Minuten 37 %. 

[14] Es ist bemerkenswert, daß, abgesehen von dieser Enzymzersetzung, die durch 
rasches Arbeiten einzuschränken ist, und von starker Erniedrigung des Adsorptions- 
wertes das Tannin die Adsorption an Tonerde nicht stört. Man kann daher das Enzym 
leicht vom Tannin trennen, sei es beim Verarbeiten der Tannatfällung, die in der Kälte 
aufgelöst und mit Tonerde versetzt wird, oder bei der Isolierung des Invertins aus 
der Mutterlauge der PMllung, die man behufs Adsorption stark verdünnt. Die in- 
vertinhaltige Tonerde aus der Tannatfällung zeigt nur spurenweise Tanninreaktion, 
beim Verarbeiten der tanninreichen Mutterlauge geht zwar Tannin in die Tonerde 
mit, aber nicht in die Diammonphosphatclution. 

Das Tanninverf ähren ermöglicht, den Reinheitsgrad von Invertinpräparaten, an 
denen die Reinigung mit Kaolin und Tonerde ein Ende erreicht zu haben scheint, 
noch weiter zu steigern. Aber die Methode, brauchbar für die Abtrennung von Hefe- 
gumnii, versagt in bezug auf die Be.seitigung von TrA ptophan. Als wir in 4 Versuchen 
Invertin mit Tannin fraktioniert fällten, wiesen die einzelnen Anteile, die aus den 
Niederschlägen gewonnenen mit höheren vSaccharase werten und die aus den Mutter- 
laugen isolierten mit niedrigeren, im Tryptophangehalt keine bemerkenswerten Unter- 
schiede auf. 

Beispiel: 2,5 vS.E. eines 5,8% Tryptophan enthaltenden Präparates, dessen 
vS.W. bei I4tägigeni vStehen von 7,58 auf 7,04 zurückgegangen war, wurden auf 3,4 ccm 
eingedampft und auf o‘' abgekühlt; auch die Lösung von 0,82 g Tannin in 3 ccm 

‘ R. WirrsTÄTTKR und A. roruNCKR, III. A'bh. über Peroxydase, Ann. der Chem. Bd. 430, 
vS. 269, und zwar vS. 282 [1922/23]. 
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stand in Kis. Den Becher einer Zentrifuge füllten wir mit Calciimichloridlösung von 
— 15“ und befestigten darin mit Korkstücken ein kleines Zentrifugenglas. In diesem 
nahmen wir die h'ällnng vor, um sofort zu zentrifugieren. Den Niederschlag von zäher 
Konsistenz verrührte man mit Wasser von 0°. Die trübe Flüssigkeit enthielt zufolge 
der sofort ausgeführten Bestimmung 1,64 K., die Restlösung 0,14 E., der Verlust 
betrug also 28%. Mit Tonerde wurden bei 0" 1,48 K. adsorbiert und mit Diamnion- 
phosphat 1,46 E. eluiert. Für das Invertin der Elution berechnet sich aus der ge- 
messenen Wirkung und dem Trockengewicht nach der Dialy.se und Elektrodialyse 
der [15] v^.W. 9,43 (Zeitwert 0,106); infolge kleiner Verluste bei beiden Dialysen 
besaß aber das Invertin vor der Elektrodialyse nur den v8.W. 8,34 und am Ende 8,07. 
Der Tryptophangehalt war 5,9%. 

In drei anderen Beispielen wurde noch die Re.stlösung durch weiteren Taniiin- 
zusatz gefällt und mittels der Toncrdeadsor])tion gereinigt. 


Invertin aus der i. Tanninfällung. 
vS.W. 4.54; Tryptophan 2,; % 


S.W'. 


I ^,oS: 
1(6.06} 


S.W. .1.17; 


Aus der Restlösuiig, 
vS.W. 1,59; Tryptophan 1,7% 

vS.W. 1,89; 2,2% 

vS.W. 4,00; ,, 3.6 ‘'0 


III. Methode der fraktionierten Adsorption mit entstehendem Bleiphosphat. 

I. Trennung von aktivem und inaktiviertem Enzym. 

Es ist bisher nicht gelungen, Saccharase oder ein anderes Enzym von beigemisch- 
tem inaktiviertem Enzym zu trennen. Die Adsorption an Kaolin, bei der reinere 
Enzymlösungcn leicht Inaktivierung erleiden, hat, wie einige Beispiele der achten 
Abhandlung (S. 275) zeigten, nicht erlaubt, den infolge von Enzymzerstörung un- 
günstig gewordenen Saccharasewert wieder zu steigern. Falls etwa teilweise Trennung 
von aktivem und inaktiviertem Enzym am Kaolin erfolgt, so wird die Erscheinung 
überdeckt durch erneute Inaktivierung, Etw^as günstiger sind die Erfahrungen mit 
Tonerde. Jys ist wenigstens mit vSicherheit gelungen, den Saccharasewert von Invertin, 
das durch Inaktivierung am Kaolin sehr stark gelitten hatte (z. B. Präparat ib und 2 b 
der Tab. I5derachten Abhandlung), durch Adsorption an Tonerde C und Elution einiger- 
]naßcn zu .steigern (von »S.W. 0,161 auf 0,303). Aber bei reineren Präparaten war die 
Adsorption mit Tonerde C nicht geeignet für die Abtrennung inaktivierter Anteile. 

Durch anteilw^ise Bildung eines adsorbierend wirkenden Niederschlags von Blei- 
phosphat in den Invertinlösungen (die reineren Prä])arate werden von Bleiacetat 
allein auch bei höherer Konzentration nicht mehr gefällt zum Unterschied von [16] 
den Autolysaten) gelang es in einer Anzahl von Fällen, und zwar in allen, die unter- 
sucht wurden, inaktiviertes Invertin von aktivem abzutrennen. Die ersten Fraktionen 
des Phosphatniederschlages enthielten das wenigst aktive Enzym. Es kam sogar 
wiederholt vor, daß ein Anteil des Bleiphosphats gar kein aktives, also nur inaktiviertes 
Fhizym adsorbierte. Der Adsorptionsw^ert des Bleiphosphats i.st verhältnismäßig hoch. 
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z. B. wurden von i g 8 bis 10 S.B. uufgcnoinnien. Bei anteilweiser Bildung des Nieder- 
sclilagcs waren die Adsorptionswerte sehr differierend, mit zunehmender Reinheit 
des Enzyms steigend. 

Der Niederschlag wurde häufig so erzeugt, daß man für einen gewissen Anteil 
des Enzyms die ausprobierte Menge von Ammonphosphat in die konzentrierte In- 
vertinlösung aus der Bürette einfließen ließ, sodann ans einer zweiten unter heftigem 
vSchütteln die äquivalente Menge Bleiacetat. Der Niederschlag bildet eine feinflockige 
vSuspension, ein kleiner Teil aber blieb milchig und war in der Zentrifuge nicht zu 
klären. In anderen Fällen ließen wir aus 2 Mikrobüretten abwechselnd sehr kleine 
äquivalente Mengen von Ammonphosphat und Bleiacetat eintropfen. Dabei entstand 
eine opalisierende Eüsung von Bleiphosphat, das weiterhin nur zum kleineren Teil 
ausflockte. Nur der letztere Teil war leicht abzutrennen. Die kolloidale Flüssigkeit 
gab auf Zusatz von etwas Ammonchlorid erst beim Einengen im Vakuum einen in- 
vertinhaltigen Fhosphatniederschlag. Für die sy.stematische Fraktionierung war das 
einfachere erste Verfahren das geeignetere. 

Eine Nebenerscheinung bei dieser Fraktionierung war die im 3. Abschnitt des 
Kapitels zu behandelnde Verschiebung des Tryptophangehalts; eine der im Beispiel 4 
gewonnenen Tnvertinfraktionen war vollkommen frei von Tryptophan. 

1. Beispiel. 

Inaktivierung am Kaolin: Autolysat vom Zeitwert 1,63 wurde mit Alkohol von 
— 20° gefällt. Das so abgeschiedene Invertin war so rein, daß es Adsorption an Kaolin 
nicht mehr [17] vertrug. Von 32,1 E. wurden 27,4 E. mit 32 g .salzsäurebehandeltem 
Kaolin adsorbiert, aber nur 12,0 Fk ließen sich eluieren. Davon adsorbierten wir 
von neuem 11,4 Fk mit 15,3 g Kaolin und vermochten wieder nur 5,7 E. zu eluieren. 
Nach der Dialyse lagen 5,2 E. vom S.W. 1,59 (Zeitwert 0,63) vor, während ohne In- 
aktivierung der vSaccliarasewert minde.stens 5, wahrscheinlich 6 betragen hätte. 

Fraktionierte Adsorption: Mit 0,1 g Ammonphospliat und 0,43 g Blciacetat 
wurden 1,03 E. gefällt, aus der Rcstlösung mit derselben Menge Phosphat 0,17 Fk 

Die Elution der vereinigten Bleiphosphatanteile ergab nur 0,424 E. vom vS.W. 1,37 
mit 2,4% Tr>’ptophan. 

Die trübe Restlö.sung (3,7 Fk, nach Entfernung des kolloiden Bleiphosphats 
3»35 E.) enthielt nach Dialyse und Elcktrodialyse nur 2,9 Fk vom vS.W. 4,0, während 
ohne die Verlirste bei den letzten Operationen vS.W. 4,55 (Zeitwert 0,22) erreicht worden 
wäre. Tryptophan 2,7%. 

2. Beispiel. 

Inaktivierung durch Aufbewahren. Das Invertin hatte bei monatelangem Auf- 
bewahren mehr als 50% seiner Aktivität verloren; angewandt 13,0 v^.Fk vom vS.W. 1,96 
(Zeitwert 0,51). 

Fraktionierung: Der erste aus 0,3 g Dianinionphosphat und 1,29 g Bleiacetat 
erzeugte Niederschlag nahm kein aktives Invertin auf, dagegen der zweite aus 0,2 g 
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Phosphat und 0.86 g Bleiacetat schon 3,58 E. Die Elution daraus lieferte 2,40 E., 
die bei der Dialyse auf 1,96 E. zurückgingcii. S.W. 4,35 (ohne Verlust 5,31). 

Zwei folgende Pallungen durch je 0,1 g Diammonphosphat adsorbierten 1,37 
und 1,75 E. und lieferten in der Elution 2,08 E., nach der Dialyse 1,73 E. vom vS.W. 5,56 
(ohne Verlust 6,67). 

In der trüben Restlösung waren noch 6,3 Pb; beim vStehen flockte ein wenig 
invertinhaltiges Bleiphosphat aus, danach lagen 5,38 E. vor vom S.W. 5,56 (Zeit- 
wert 0,18). 

[18] j. Beispiel. 

Inaktivierung durch Erwärmen und Elektrodialysc. Aus 23,08 S.P'. vom S.W. 4,76 
mit 4,2% Tryptophan gingen durch Zersetzung von 84% des Enzyms 3,24 E. vom 
S.W. 0,70 hervor. 

0. 1. g Diammonphosphat mit entsprechendem Bleiacetat entfernten 1,32 E., wovon 

nur 15% eluierbar waren. Nach der Dialyse waren 0,192 Pb vom S.W. 0,434 3.^% 

Tryidophau vorhanden. 

Die Rcstlösuiig (1,92 E.) erlitt nur bei der Elektrodialyse einen kleinen Verlust, 
so daß praktisch der S.W. 1,76 erreicht wurde, ohne die neue Inaktivierung 1,93. 
Tryptophangehalt 5,1 %. 

4. Beispiel. 

20,3 E. von Invertin, das durch 4 Monate langes Auf bewahren in Eösung einen 
Aktivitätsverlust von 25% erlitten hatte und S.W. 3,13 besaß, wurden 3 mal mit 
0,1 g Ammouphosphat und Bleiacetat, dann mit 0,2 g gefällt. 

1. Frakt. 0,65 P. ads. ; diücrl 0,37 P., vS.W. 1,35. 

2. ,, 2,(x) P 7 .. ; .. 1,32 P., S.W. 3,33. 

3. ,, 2,1 P. ,, ; ,, 1,87 ]v., nach Dialyse 1,06 p., S.W. 4,0 (4,35). 

4. ,, 5,5 lü ,, ; 2,98 p., nach Dialyse 2,50 Jv,, vS.W. 4,54 {5,47). 

Restlös. mit 10,0 nach Pändainpfen und Filtrieren 9,67 p., nach Dialyse 8,95 P., 

vS.W. 5,88 (6,25). 

Diese Restlösung erlitt beim Stehen und langsamen Erwärmen bis auf 40 ° einen 
Wirksanikeitsverlu.st von 59%. Die noch vorhandenen 3,63 E. vom S.W. 2,32 zer- 
legten wir in 3 P'raktionen durch zweimalige Niederschlagsbildung mit je 0,05 g Di- 
ammonphosphat. 

Frakt. 5a. 0,81 P. ads., 0,52 Iv eluiert, nach Dialyse und lü.-Dialyse 0,385 Pk vom vS.W. 

2,0; Tryptophan 3 , 5 % . 

Frakt. 5b. 1,38 Fk ads., 0,98 Jv. eluiert, nach Dialy.se und PI. -Dialyse 0,66 P. vom S.W. 

(4,35); Tryptophan 2,2%. 

Frakt. 5 c. Die Restlö.sung enthielt 1,44 Pk. nach Pindampfen und Klären 1,35 P. Die.se 
gingen bei der Dialy.se auf t,oi P., bei einstündiger Plektrodialyse auf 0,262 Ik 
zurück. Das Präparat besaß schließlich den vS.W. 0,813, es hätte aber ohne die 
zuletzt erfolgten Inaktivierungen S.W. 4,17 erreicht; Klärung [19] und lültra- 
tion waren nicht mehr vorgekommen. Ivs war frei von Tryptophan. 

2. Teilweise Verdrängung des Tryptophans durch zugefügte Peptide. 

Nach den vervollkommneten Methoden der Invertingewimiung wird die Frei- 
legung dieses Enzyms mehr und mehr von der allgemeinen Autolyse der Hefe getrennt 
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und der weitgclieiidc Abbtiii der Hefeniassc verniicdeii. Die in der vorliegenden Arbeit 
angewandten Hefeauszüge entlialten daher i SM in nur 50 bis 100 mg Trocken- 
substanz, nach langer Dialyse in nur 20 mg, während in den in unseren ersten Arbeiten 
ungefähr nach dem Verfahren von C. vS. Hudson (sogenannte rasche, d. h. 4 bis 7 Tage 
dauernde Autolyse der mit Wasser verdünnten Hefe bei Gegenwart von Toluol) darge- 
stellten Invertinlösungen auf i SM 10 g Trockensubstanz trafen. Die älteren Autolysate 
enthielten große Mengen von Eiweißabbauprodukten ; beim Abbau vergesellschaften 
sich namentlich die Millonraktion gebenden Peptide, also wahrscheinlich Tyrosin- 
peptide, mit dem Invertin. Dadurch war es bedingt, daß das tryptoplianhaltige 
Peptid verhältnismäßig leicht abgetrennt werden konnte, wofür unsere VIII. Al)- 
handlung ein treffliches Beispiel anführte (S. 300). Es ist nicht möglich, dieses Bei- 
spiel mit Invertin aus den anders dargestellten Autolysaten zu wiederholen. In den 
reineren Hefeauszügen gehört das von II. v. Ivudrr und K. Jü.srpiison entdeckte 
try])tophanhaltige Peptid zu den zähen Begleitern des Enzyms. 

Wir untersuchten, ob durch Zusatz eines beliebigen anderen Peptides das trypto- 
phanhaltige aus dem Invertinkomplex verdrängt werden kann und verwandten dafür 
Eeucylglycin, Teucylglycylglycin und Glycyltyrosin. Durch anteilweise Bildung von 
Bleiphosphat wurden dann die Präparate in Praktionen zerlegt, die wir hinsichtlich 
des Tryptophangchaltes verglichen. Mit dem Zusatz von Eeucylglycin (auch vom 
Tripeptid) fiel die ITaktionierung in bezug auf den Tryptophangehalt günstiger aus, 
als bei der fraktionierten Adsorption mit entstehendem Bleiphosphat allein. Um 
die einzelnen I'raktioneii zu vergleichen, wird der Trypto[)hangehalt [20] außer in 
Prozenten der Trockensubstanz auch in IVIilligramin auf i S.E. angegeben. 

/. Beispiel. 

6,25 >S.K. vom vS.W. .U35 enthielten 3,9% Tryptophan, tl. i. 0,39 mg auf 1 S.K. Nach Zusatz 
des gleichen Gewichts, also von 78 mg heucylglycin fällten wir 2 mal mit je 0,1 g Diammon- 
])hOvSphat und entsprechendem Bleiacetat. Das zweite Adsorbat lieferte beim Ehiieren 1,69 vS.F«. 
vom S.W, 6,54, 2,0% Tryptophan enthaltend, d. i. 0,15 mg pro i S.E 

Die Restlösnng, durcli Zusatz von Ammonchlorid, Eindampfen und Klären von Bleiphosphat 
l>efreit, enthielt 2,28 b'., naeli Elektrodialyse 2,17 E vom S.W. 4,17 mit nur 0,75 % Tryptophan, 
v^ie enthielt noch Ecucylglycin und verlor bei Totägiger Dialyse noch beträchtlich an Trocken- 
ge\vicht, freilich unter gleichzeitiger Enzynizerstöruiig. Der praktisch erreichte vS.W. war 5,03, 
<ler auf die ursprüngliche Wirksamkeit berechnete 8,41 (Zeitwert 0,119). Hieraus und aus dem 
am Ende gefundenen Tryptophangehalt von 2% berechnen sich 0,12 mg auf 1 S.E. 

2. Beispiel, 

8,5 S.E. vom S.W. 3,57 enthielten 3,5 % Tryptophan, d. i. 0,49 mg auf 1 S.E Von Eeueyl- 
glycin^ wurde das Doppelte des Trockengewichts, nänilidi 240 mg, zugesetzt. Durch Bildung 
des Niederschlags von Bleipho.sphat in 3 Anteilen erhielten wir folgemle Fraktionen; 

1. 0,93 K. vom S.W. 2,86, 2,0% Tryptophan d. i. 0.35 mg auf i vS.E. 

2. 2,05 E. vom S.W. 3.45, 5,7% Tryptophan d. i. 0,83 mg auf i S.h). 

3. 1,59 E. vom S.W. 4,16, 3,4% Tryptophan d. i. 0,40 mg auf 1 S.E. 

4 - Eestlösuiig, 1,08 E., unter Aktivitätseinbuße, aber ohne Filtrieren dialysiert und elektro- 
dialysiert, erhalten 0,891 S.E. vom wirklichen vS.VV'. 5,99 und vom berechneten S.W. 7,30; 
Tryptophan 2,7%, d. i. 0,185 Tryptophan auf i S.hk 
j. Beispiel. 

Ein Präparat vom vS.W. 3,57 mit 0,49 mg Tryptophan auf i S.E. lieferte 4 Fraktionen. 
Die Restlösung hatte den wirklichen S.W. 5,84, während bei verlustloser Dialyse S.W. 7,35 er- 
reicht worden wäre, mit 0,16 mg Tryptophan auf t S.E. 
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3. Tryptophanverscliiebung bei der Adsorption. 

Durch Adsorption an Kaolin und an Tonerde war es nicht gelungen, die Aggregate 
der vSaccharase mit tryptophanhaltigen Peptiden aufzulösen, ebenso wie nach denselben 
Adsorptionsverfahren aus manchen gealterten Aiitolysaten der früheren Methodik 
kein tyrosinfreies Invertin gewonnen werden konnte. [21] Tryptophanreiches Invertin, 
das 8, () und 9,2% Tryptophan enthielt (VIII. Abh., Tab. 17, Nr. 5 und 6), zeigte 
gegenüber Aliiminiumhydroxyd das Adsorptionsverhalten eines einheitlichen vStoffes. 
Hingegen führt die fraktionierte Fällung mit entstehendem Bleiphosphat weiter hin- 
sichtlich der Abtrennung <ler als Koadsorbentien wirkenden kolloiden Bestandteile 
des Invcrtinkomplcxcs. Auch ohne die im voranstehenden Abschnitt beschriebene 
Einführung substituierender Peptide gelingt es, beim F^rzeugen der adsorptiv wirk- 
samen Bleiphosphatfällung in einzelnen, am besten in zahlreichen Anteilen, das In- 
vertin in tryptophanreichere und -ärmere Fraktionen zu zerlegen. Da die Methode 
oben schon beschrieben wurde, sollen nur einige weitere für die Tryptophanver- 
schiebung bemerkenswerte Beispiele in der Tab. 3 angeführt werden. Ausgangs- 
material mit beispielsweise 0,3 mg Tryptophan auf i >S,E. wurde in Anteile von vS.W. 4,2 
mit 0,36 mg und vS.W. 9,7 mit 0,18 mg Tryptophan auf i vS.E. geschieden. 

Tabelle 3. Tryptophangehalt von Fraktionen der Bleiphosphatadsorption. 


AuSKangsntiitt'rial 

tn^Trypt. 
b.W . - - 

Fraktion I 

nii-Trypt. 

S.V.. 

I'raktion 11 (Kesllös.) 

i nißTrypt, 

1 S.li. 

I 1 ,68 

0.54 

5.0 


5 .^ 

0,165 

2 3.70 

uiigef. 0,5 

5.4 

0.27 

s.f 

0,17 

3 5.17 

0,26 

7 .b 

0,38 

6.75 

' 0,22 

5 5.75 

0.30 

0.7 

0.18 

4,18 

0,36 

4 6.85 

0,22 

4.35 


11,0 

0,16 


Einiges von dem analytischen Material, das seit der Entdeckung des Tryptophans 
im Invertin durch H. Eubrr und K. JoskpHvSON gesammelt wurde, ist in der um- 
stehenden Tab. 4 zusammengestellt. Daraus ergibt sich, daß mit dem Ansteigen 
des vSaccharasewertes von etwa 4,0 in jenen >Stockholmer Präparaten zu den höchsten 
Werten unserer Präparate nicht eine Zunahme des Tryptophangehaltes Hand in Hand 
geht. Die Tryptophan menge auf i vS.E. wurde im [23] Vergleich zu den Werten von 
H. V. Eurer und K. Joskpiison allein nach der Dialyse eines geeigneten Autolysates 
2^/2nvd\ kleiner gefunden, nach einer Tonerdeadsorption 5 mal, nach einer Kaolin- 
adsorption aus dialysiertem Aiitolysat fast 10 mal kleiner und bei der fraktionierten 
Adsorption mit Bleiphosphat kam cs vor, daß eine Fraktion vollständig tryptophan- 
frei war, während sich das Peptid in anderen Fraktionen anreichcrtc. 

4. Beständigkcitsvcrlust nach fraktionierter , Adsorption. 

Bei der Adsorption durch entstehendes Bleiphosphat begegnet man in zahl- 
reichen Fällen auffallenden Beständigkeitseinbußen, besonders nach weit fortgeschrit- 
tener Fraktionierung. Es läßt sich entscheiden, ob vielleicht das tryptophanhaltige 
Peptid als kolloider Träger der aktiven Gruppe des Invertins unentbehrlich oder 
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[22] labclle 4. Beispiele von Iryptoplianreicheiii und tryploplianarinein Invertin. 


Nr. 

1 

Zitat j 

L)arstillnnt;s\vt?ist: des 
Präparates 

Reinheitsgrad 

Zeitwort j S.W. 

Tryptophan).:eha]t 

™ , nie aut 

rroekon- 

Kowidds ■ ■ 


[H V. KubKRundK. JosKrnsoN, 






' 1 

1 1 Chem. Ber. Bd. 57, 8. 850 [1924], ' 

1 Kaolin- lonerde- 

0,27 ; 

3 70 

‘ 1-93 

0,667 

2 

1 und zwar 8. 861 

j adsorption 

0.25 

4 .<)() 

5.59 

0,605 

3 

VIII. Abhandlung, Tab. 16, Prä- 

Kaolin-'ronerde- 






jiarat D 

ad.sorjition 

0. 1 s 

(),()7 

8.0 

0,67 

4 

VIII. Abhandlung, Tab. 16, Prä- 

Kaolin-'ronerde- 






parat « 

adsorption 

0.24 

4,iö 

0 

>> 

5 

Diese Abhandlung, Abschnitt I . . 

Dialysiertes Auto- 







lysat 


' 2,50 

b 25 

0,25 

6 

Unveröffentlicht 

■Alkohol fällung. 







'lonerdeadsorpt. 

^837 

2,70 

0,6 

0, 1 1 

7 

X. Abhandlung, Ab.sehnitt II I.^ 

Dial. Autolys., 







Kaolinadsorpt. 

0,103 

5,18 

0-7 

0,067 

8 

Die.se Abh., Abschnitt IIK , 4. Bei- 

Restlösung nach 

(0,24) 

: U.17) 




.spiel, 5 c ' 

Bleifällung 

1.23 

0,81 

0 

0 

9 

Diese Abh., Alxschiiitt IIK, i. Bei- 

Restlö.sung nach 

(0,1 KÖ 

(«. 4 i) 




spiel 

Blcifällung 

0,1 0'"^ 

1 .V05 

2,0 

0,12 

IO 

Diese Abh., Abschnitt 111 ,, r. Prä- 

Re.stlösung nach 

(0,084) 

(n,o) 




parat 

Bleifällung 

0,20 

5.0 

3-9 

; 0,10 

1 1 

, Die, se Abh., Abschnitt III, , 2. Prä- 

Restlösung nach 






i parat 

Bleifällung 

0. 103 

' 9,7 

3-5 

0,18 

12 

Diese Abh., Abschnitt III4, 8, Bei- 

Restlösung nach 






spiel 

Bleifällung 

0,132 

7.5.S 

5.8 

i 0,38 


wenigstens wichtig für seine Beständigkeit ist. Manche von nnseren Beobachtungen 
schienen darauf hiiizudcuten. 

1. Beispiel. 

Die ini i. Abselinitt, Belsp. 4, erwälinte Restlö.sung 5 c nach weitgehender b'raktioiiierung 
mit Bleipliosphat enthielt tryptonphaiifreies Invertin vom wahr.seheinlichen vS.W. 4,17. Bei 
eintägiger Dialyse betrug der \’erlust 26% und bei darauffolgender einstündiger Idektrodialyse 
74% des noch vorhandenen Wirkungsvermögens. 

Die Annahme einer so wichtigen I'iinktion des Tryptophankörpers wird aber 
widerlegt durch Bcis])iele gleichartiger Zersetzlichkeit bei beträchtlichem Gehalt der 
Präparate an Trypto])han. Wenn es auch nicht ausgeschlos.scn ist, daß diesem eine 
gewi.sse Schutzwirkung zukommt, .so ist sie doch unzulänglich und nicht spezifisch. 

2. Beispiel. 

Kille Restlüsung nach 3 Källungen von Bleipliosphat enthielt 7.24 iv. Invertin vom wahr- 
scheinlichen vS.W. 5.16 mit 1,7% Tryptophan (vgl. Tab. 3, Nr. i). Bei der Dialy.se betrug die 
Abnahme 6, danach bei einstündiger Klektrodialyse 82,5% der noch vorhandenen Wirksamkeit. 

j. Beispiel. 

Die iin 2. Abschnitt, Beispiel 2 beschriebene Restlösung nach der Adsorption durch Blei- 
pho.sphat enthielt Invertin vom berechneten 8. W. 8,41 [24] mit 2% Tryptophan. Der Verlust 
bei zehntägiger Dialyse betrug 40%. In jedem derartigen l'alle wurde der Dialysator vor und 
nach der Anwendung auf Dichtheit geprüft. 

4. Beispiel. 

Auch das bei der Fraktionierung durch Bleipluxsphat aus der Fällung eluierte Invertin erlitt 
Beständigkeitssturz, z. B. eluierten wir aus der 4. Fällung eines derartigen Versuchs 1,38 K. 
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tryploplianhaltigcs Invertin vom Ijercchncteii S.W. 5,62; bei dreitägiger Dialyse betrug der 
Rückgang 46 % . 

Ks kamen also sclion bei mittleren Sacebarasewerten (wenig über 5) tryptophan- 
haltiger Invertinpräparate starke Verluste vor während der Dauer der Dialyse. 
Auch das Präparat vom höchsten bisher erreichten S.W. (11,9) zeigte bei einem Gehalt 
von 3,9% Tryptophan auffallende Unbeständigkeit beim Stehen der wäßrigen Dösung. 

5. Beispiel. 

Durch Dleiphosphat wurden 5,23 vS.K. vom S.W. 5,26 in etwa gleiche Teile von Adsorbat 
und Restlösung geteilt. Die letztere enthielt 2,61 Iv., die bei zweitägigem Stehen (Verd. i K. in 
80 ccm) um 52% auf 1,25 E. zurüekgingen. Dazu kamen noch 9% Verlust bei der Dialyse und 
7% bei der Klektrodialyse. Der wirklich gefundene S.W. war 5,0, während sich 11,9 berechnete. 
Der Tryptophangehalt betrug 3.9 ?o. 

Die Erklärung für die Unbeständigkeit ist nicht in der hohen enzymatischen 
Konzentration des zuletzt erwähnten Präparates zu suchen. Die folgenden Beispiele 
lehren, daß Invertinpräparatc vom S.W. etwa 10 die Dialyse und Klektrodialyse 
ohne die mindeste Einbuße an Aktivität aushalten können. 

6 . Beispiel. 

Die Restlösung des Präparats 2 im folgenden Abschnitt enthielt 3,05 K., die bei einer Ver- 
dünnung von I ly in 17 ccm dialysierl und 2 vStunden clektrodialysiert wurden. Der Knzymgehalt 
blieb konstant. Das Präparat wies den S.W. 9,70 und 3,5% Tryptophan auf. 

7. Beispiel. 

Die Restlösung des 3. Präparats von Abschnitt 5 enthielt ähnlich reines Invertin (S.W. 
9,62); kein Verlust in der Dialy.se (bei Verd. von t K. in 22 ccm) und Fylektrodialytse. 

[25] 8 . Beispiel. 

Eine ähnliche Restlösung nach .sehr weitgehender Fraktionierung mit Bleiphosphat enthielt 
7,55 E. vom S.W. 7,58 mit 5,8% Tryptojüian. Dialyse und zweistündige Elektrodialy.se verliefen 
verlustlos. 

In vielen F'ällen beobachtet man mit dem Grad der Verdünnung abnehmende 
Bc.ständigkeit. 

9. Beispiel. 

Invertin, durch Kaolin- und Tonerdead.sorption gereinigt (Beispiel des Ab.schnitts IIE in 
der zehnten Abh.; S.W. 5,56, Tryptophan 3.9%), wurde in Eösungen von mittlerer und ge- 
ringerer Konzentration stehen gela.ssen. 

I vS.bh in 22,5 ccm in 225 ccm 

nach 4 Tagen 3 % Al)nahme 2 % Abnahme 

IT .. II I‘S 

,, icS .. 17 ,, 45 

25 .. 25 7« 

Aber auch diese Regel trügt. Its sind Fälle großer Beständigkeit des Invertins 
auch in sehr verdünnten Eösungen beobachtet worden. 

10. Beispiel. 

Das Invertin der Restlösung von einer Fraktionierung durch Bleipho.sphat (4. Beispiel de.s 
]. Abschn., Frakt. 5) besaf 3 S.W. 5,88. In Verdünnuiig von 8,8 E. auf 65 ccm blieb die Wirk- 
samkeit 10 Tage konstant, danach wurde auf 103000111 verdünnt (also 1 IT auf 120 ccm) und 
auf 30® erwärmt. Der Rückgang betrug in 2 Tagen 15, in 4 Tagen im ganzen i7?'o, in weiteren 
10 Tagen trat kein Verlu.st ein. Bei weiterem Erwärmen bei 40° nahm die Enzymlösung in 2 Stun- 
den um 21, () Stunden um 41, 8 Stunden um 51, 12 Stunden um 59% ab. 

In Beispielen, wie im letzten, scheint das entstehende Inaktivierungsprodukt 
Schutzwirkung auf das Enzym auszutiben. Aber auch dieser Schutz ist unzuverlässig, 
wie der Verlauf der Inaktivierung im 9. Beispiel erkennen läßt. 
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Alle Beobachtungen deuten darauf hin, daß das Invertin auf eine kolloide vSubstanz 
oder mehrere als vSchutzstoffc angewiesen ist, die durch Adsorptionsvorgängc abgetrennt 
werden können, z. B . mit Bleiphosphat, besonders leicht mit Kaolin . Aber dieser spezifische 
vSchutzstoff ist weder Hefegummi, noch ist er tyrosin- oder tryptophanhaltiges Peptid. 

[26] 5. Steigerung des Saccharasewertes durch fraktionierte Adsorp- 

tion an Bleiphosphat. 

Mittels der Adsorption an anteilweisc gefälltes Bleiphosphat gelang es in einer 
Anzahl von Fällen, wenn auch durchaus nicht in allen untersuchten Beispielen, die 
enzymatische Konzentration von Invertinpräparaten höher zu steigern, an denen sich 
die Leistungsfähigkeit der bisherigen Methoden erschöpft hatte. Bei den nach den 
letzten Methoden der fraktionierten Autolysc gewonnenen Invertinlösnngen führte 
die Adsori)tion an Kaolin und Tonerde im allgemeinen zu S.W. 5,55 und nicht weiter. 
Nur bei der Adsorption mit Tonerde aus rohrzuckerhaltiger Lösung in Gegenwart 
von primärem Phosphat ist es in schlecht reproduzierbarer Weise vorgekommen, 
daß günstigere Saccharasewertc bis zu 8,55 (zehnte Abh., vS. 27) erzielt W’urden. 

Die Höchstwerte nach dem Bleiphosphatverfahrcn waren S.W. (ir.q) bei einem 
sehr unbeständigen und S.W. 9,6 und 9,7 bei .sehr beständigen Präparaten. Hin ähn- 
lich gewonnenes, gleichfalls sehr haltbares Invertinpräparat vom S.W. 7,58 bildete 
das Ausgangsmaterial für eine oben erwähnte fraktionierte Fällung durch Tannin, 
wobei es den S.W. (9,41) erreichte. 

Bei der neuen Methode hat es keinen Untenschied bedingt, ob das Knzymmaterial 
durchwegs imversehrt geblieben, oder ob es teilweise Inaktivierung erlitten hatte. 
Das Beispiel 2, auf dem ganzen Weg vom Autoly.sat bis zum Ende genau kontrolliert, 
hatte bei keiner der zahlreichen Operationen eine Aktivitätseinbuße ergeben, hingegen 
war das Material für Beispiel 3 mehrmals teilweiser Zersetzung anheimgefallen. Un- 
mittelbar vor der Adsorption an Bleipho.sphat war bei der Dialyse der Elution aus 
Tonerde der S.W. von 5,63 auf 4,76 zurückgegangen. Die oben nachgewiesene Ab- 
trennung des inaktivierten Anteils bestätigt sich in diesem Falle wie auch im Beispiel i. 

I. Präparat. 

5,23 E. hatten nach Reinigung durch Alkoholfällung, Tonerdeadsorption und 
Voradsorption durch Tonerde den S.W. 6,67, der sich bei dreitägigem Auf bewahren 
auf 5,18 verschlechterte. [27] Die Adsorption au Bleiphosphat aus 0,1 g Dianimon- 
phosphat und 0,43 g Bleiacetat .schied das Invertin in Hälften. Das Adsorbat ent- 
hielt 2,64 E. und lieferte beim Ehiieren mit Diammonphosphat und Dialysieren 2,0 E. 
vom S.W. 4,35. Die Restlösung war klar und frei von Bleisalz, sie enthielt nur ein 
wenig Amnionsalz. Ihr Gehalt betrug 2,61 E., die schon beim Stehen auf 1,25 E., 
bei der Dialyse und Elektrodialy.se auf 1,08 E. zurückgingen (vgl. Abschn. 4, Beispiel 5). 
Der S.W. betrug nach diesen Verlusten 5,0; da aber keine Trübung eingetreten und 
keine lultration vorgekommen war, ließ sich der S.W. 11,9 (Zeitwert 0,084) für die 
Restlösung mit Sicherheit ableiteii. 



R. WlI,T,STÄT'fKR, K. SCIINKIDKR lUld K. WKNZRT,: 


2. Präparat. 

Autolysat vom Zeitwert 1,12 (20 K.) wurde nach 3 tägigem Altern bei Zimmer- 
temperatur nach dem Verfahren der dritten Abhandlung ohne Phosphatzusatz mit Blci- 
acetat gefällt. Die Restlösung, die bleifrei war, enthielt 17,0 K. und wurde der Adsorp- 
tion mit Tonerde unterworfen. Das Material für die Bleiphosphatfällung betrug 
6,75 E. vom S.W. 5,75, 3,4% Tryptophan enthaltend. Mit dem Bleiphosphat aus 

0. 22. g und 0,33 g Ammonphosphat fielen 1,03 und 2,67 P). aus, die zusammen beim 
Eluieren Invertin vom S.W. 4 >i 7 lieferten; 3»^^ Tryptophan. Die Restlösung ent- 
hielt 3,05 P^., nach Dialyse und PUektrodialy.se 3,02 E., der S.W. betrug 9,70 (Zeit- 
wert 0,103), der Tryptophangehalt 3,5%. 

j. Präparat. 

10,4 S.E. durch Kaolin und Tonerde gereinigtes Invertin vom S.W. 4,76 (nach 
15% Aktivitätsverlust bei der Dialyse) fällten wir 2 mal mit je 0,15 g Ihammonphos- 
phat und entsprechendem Bleiacetat. Die Adsorbate lieferten nur Invertinpräparate 
von S.W. 3,71 und 6,26, während das Enzym der Rcstlösung sich durch höheren 
Reinheitsgrad und Beständigkeit auszeichnete. Die klare, sofort von Bleiphosphat 
frei erhaltene Rcstlösung enthielt 2,15 E., nach Eindampfen, Dialyse und Elcktro- 
dialyse ebensoviel vom vS.W. 9,62 (Zeitwert 0,104). 

[28] Analytische Angaben. 

1. Präp. 1,235 nig Substanz gaben 0,007 nig. d. i. 0.54% AvSche. 

Mikro-Dunias nach PrKCiR: 2,050 mg Substanz gaben o,i56ceui (korr.) Stickstoff bei 
25“ und 718 mm. 8,20% Stickstoff; für a.schefreie vSubstaiiz 1 )erechnet 8,25%. 

2. Präp. 2,652 mg Substanz gaben 0,012 mg, d. i. 0,45% A.sche. 

Mikro- liumas: 3,995 mg vSubstanz gaben 0,32800111 (korr.) Stiokstoff bei 23° und 
716111111. 8,92% vStiok.stoff ; berechnet für a.schefreie vSubstanz 83/)%. 

S. Präp. Mikro-Dumas: 2, 510 mg vSubstanz gaben 0.220 00m (korr.) vStickstoff bei 22'' und 716mm; 
0.52 "o vStiokstoff. 

Einige andere Präparate von S.W. ungefähr 5 aus der fraktionierten Adsorption 
an Bleiphosphat ergaben bei der Elementaranalyse, für deren Ausführung wir Herrn 
Privatdozenten Dr. Richard Kuhn zu Dank verpflichtet sind, keine bemerkens- 
werten Unterschiede im Kohlenstoffgehalt gegenüber der Zusammensetzung älterer 
Präparate, z. B solcher der IIP Abhandlung vom S.W. 2,0, 1,17, 5,0 und 3,45. Da- 
gegen waren die Unterschiede im vStickstoffgehalt sehr groß. Diesbezüglich ist an früher 
mitgeteiltc Stickstoffgehalte zu erinnern, z. B. von 17,5 und 12,7% (Präp. m und l 
der dritten Abh. S. 44) und 4,8 (Präp. Nr. 10 der Tab. 17 der achten Abh.) bei Saccha- 
rasewerten von 3,45, 5 iO und 4,17- Gegensatz zu den Invertinpräparaten der dritten 
Abhandlung, liei deren Verbrennung zähflüssige Destillate auftraten, zeigten die letzten 
Präparate nur Verkohlung. Die gebildete Kohle verbrannte verhältnismäßig leicht. 

PTir die Analysen wurden die Präparate bei iio*^ und 20 mm Druck getrocknet. 
4. Präp. vom praktischen >S.\V. 5,0 (her. vS.W. 5 . 3 *^)» 2,9% Iryptophaii; .schworst adsorbierbarer 
Anteil einer I'raktionierung. 

Nach PrkGi, gaben 3,722 mg vSub.stanz 0,035 mg A.sche, 6,27 mg CCb und 2,43 mg 
IRÜ; Mikro-l)uma.s': 4.295 mg vSiihstaiiz gaben 0,397 ccm (korr.) vStickstoff bei 27 
und 716 mm. 
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5. Präp. vom praktisdieii S.M’. .4,55 (iK-r. S.\\‘. 5.0), 1.7% Tryptophan; k'iditest adsorbierbarer 
Anteil derscll)en Fraktionierung. 

Nach pRiiCt, gaben 3,512 mg vSuUstanz 0,301 mg xXsclie, 5.17; mg CO., und 2,00 mg 
UX>; Mikro-Dumas: 4,815 mg vSubslanz gaben 0,342 ccm (korr.) vStickstoff bei 24° 
und 710 mm. 

[29] Belege für die letzten Beispiele. 


Präptirat 


Bestimmung unter Bcd. des Verglciehs- 
I zeit wert es naehVVii.LSTÄTTERti.STKUiFLT' 


mg Truckeu- 
Substanz 
Tilg. f. 25 ccm 
|Bcst.-I,ösung 


Zeit 
in Min. 

Orehunt' 

' in Orad 

Spal- 

5 ,0 

1,80 

5> 

8,0 

' 0,46 

70,-! 

7.- 

•1.45 

41.-’ 

10,1 

1 . 10 

57.6 

15.1 

2,28 

43.7 

>6,0 

>-45 


10,0 

3,02 

3-1.6 

20,6 

1,4^ 

56, 1 

0.0 

1.64 

53.0 

10,4 

1,05 

61,7 

6,8 

1.34 

57,4 

8,6 

0,21 

73.8 

6,7 

i 1,56 

53.7 

8,9 

' 0,80 

65.3 

7-6 

; 1.84 

50,0 

12.8 

: 0,47 

70.2 

17.8 

2,10 

46.2 

“3.3 

1,25 

58.7 

6,2 

2.15 

1 

45.5 

8,1 

1--7 

58.4 

6.4 

2.03 

47.3 

6.3 

0,87 

65.7 

7.4 

2.21 

' 44.7 

10.8 

0,89 

63,0 


Asche 

C 

8.t 

10.2 


H 

6.3 


N 

7 .7 


Zeit 

für 50",, 
Spaltung 


Vergleichs- 

Zeitwert 


I. Beispiel (1. Präp.) 
Ausgangsmaterial . 


Dasselbe nach 3 Tagen 

Restlösung 

Dieselbt' nach 2 Tagen 

Nach Dialyse und Flektrodialyse 

2. Beispiel (2. Präp.) 

Autolysat 


Nach Tonerdeadsorptioii .... 
Restlösung nach Dialyse und Flek- 
trodialyse 


Beispiel (3. Präp.) Restlö.suug nach 
Dialyse mul Elektrodialyse . . . 

Beispiel (Beisp. Absclm. II, Tamün- 
fällung) 

Klution aus Tonerde 

Dieselbe nach Dialyse 


Dieselbe nach Dialyse und Flektro- 
dialyse 


<■>,00 1 5 
0,066 
(0.0142) 
(0,0284) 
02 >7 '.3 

0,583 


0,0163 

(o,(.) 458) 

(0.05.38) 

0.044 


4.65 

8,75 

10,4 

^,15 

3.8 


1 1 ,6 
(5.0^) 

(10,4) 

1 2 ,02 

^".5 

10,5 

6,22 


6,67 
5,18 
(1 1.6) 
(5.76) 
5 ,00 

0,893 


6.65 
6.7 5 


(6,38) 

(7,-^4) 

7.45 


9,62 

(6.13) 

(8.34) 

8,07 


[30] 

Asche ^ 0,94 

C 45.96 

H 7,:!o 

N 


4. Präparat 

’d aschefreie Subst. 

C - .pb36% 
7.30 11 7,38 

6.90 N - - 0.60 


5. Präparat 

, aschefreie vSubst 

C = 43.96% 

11 6,97 

N^- 8,.m 


In dieser Arbeit erfreuten wir uns vortrefflicher Unterstützung durch Herrn 
Ofrhard Künstnrr, dem wir unseren aufrichtigen Dank anssprechen. 

^ Diese Bestüiimungeii wurden gewöhnlich mit der .Hachen Menge in 100 eeiii Bestim- 
iiiungslösung, enth. 4,75 g Rohrzucker, ausgeführt. Davon dienten je 25 ccm, mit 5 ccm 2 ii-Soda 
gestoppt, für die einzelne Ablesung. Aus der Halbdrehungszeit ergibt sieh der Vergleichszeitwert 
(R. Wirj,STÄTTKR und W. STiciBKVr, Diese Zs. Bd. iii, S. 157, und zwar S. i6() [19^0]; Bd. 115, 
vS. 211, und zwar S. 214 [1921J) durch Multiplikation mit der Trockensubstanz in 25 ccm und 
Division dinch 500, ferner der Zeitwert gemäß der Bestiimnung nach C. D'vSugruvAN und F. W. 
iOMPSON (III. Abh., Die.se Zs. Bd. 123, vS. i, und zwar S. 23 u. 24 [19-2]) durch Multiplikation 

mit der Trockensubstanz in 100 ccm Ansatz und mit dem Faktor -- 0,083. 
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Willstattcr, Tviizymc. 



Bisher unveröffentlicht. 


58. ZUR FREILEGUNG DES INVERTINS AUS DER HEFE. 

Von Richard Willstätter und Wolfgang Grassmann. 

Eine Untersuchung von R. Willstättkr und F. Rackk' über die Isolierung des 
Invertins aus der Hefe hat zu dem Ergebnis geführt, daß das Invertin in der Hcfezclle 
in freier, löslicher Form vorhanden ist. ,,Es ist nicht oder nur locker an Bestand- 
teile des Zellinhalts oder der Zellwand adsorbiert, , . . aber durch eine mechanische 
Einrichtung, durch einen örtlichen vSchutz, vor der Diffusion völlig geschützt.“ Daher 
..verläßt das Invertin weder die lebende, noch die abgetötete Ilefezelle, so lange ihre 
Membran nicht abgebaut ist“. ,,Dic zuckerhydrolysierenden Fbizyme lassen sich daher 
auf zwei Weisen aus der Hefe isolieren und in Lösung überführen : aus der in der Form 
unversehrten Zelle durch enzymatische Freilegung, die im Folyoseabbau besteht, 
und rein mechanisch, nicht einfach durch Aufreißen oder Zerkleinern der Zelle, sonciern 
durch die völlige Zerstörung der Zellstruktur.“ 

Es gelang in jener Arbeit, die invertinfreilegenden Enzyme der Hefe abzutöten, 
z. B. durch Behandeln der frivSchen Hefe mit Essigester in der Wärme, so daß 
kein Herauslösen des Invertins durch autolytische Vorgänge mehr möglich war. 
Dann ließen sich die so abgetöteten Hefezellen sogar durch fremde Proteasen, 
Pepsin oder Trypsin, weitgehend entleeren, ohne daß zugleich Invertin in I.ösung 
ging. ,,Der Eiweißinhalt der Hefe wird dadurch mit dem Erfolge abgebaut, daß 
über '/3 bis zu >1/4 der Hefe-Trockensubstanz in Lösung übergeführt werden, während 
die Rück.stände der Hefezellen die rohrzuckerinvertierende Wirkung unvermindert 
oder fast unvermindert besitzen.“ Die proteolytisch entleerte Hefe lieferte schließlich 
ihr Invertin in wäßrige Lösung bei der Einwirkung von kohlehydratabbauenden 
Enzymen, von Tannase und von Malzamylase. Die ganze Menge Invertin ließ sich 
den Hefercsten so entziehen, zugleich mit sehr großen Mengen Hefegummi. 

Aus diesen Beobachtungen war zu schließen, daß die enzymatische Freilegung 
des Invertins in dem Abbau einer das Invertin abschließenden Membran besteht. 
Die Zerstörung dieser Membran kann nun nicht nur durch Diastase Wirkung erfolgen. 
Wir sind von Herrn Leo Wallerstein, Besitzer der Wallcrstein Laboratories in New 
York, der unsere Untersuchungen schon wiederholt mit wertvollen Anregungen und 


Ann. d. Cheni. 427, 111 [1921/22]. 
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Materialien gefördert hat, auf die Anwendbarkeit des Papains für den gleichen Zweck 
hingewiesen worden. In der Tat wird gemäß den nachstehenden Versuchen aus der 
durch Trypsin- oder Pepsinwirkung entleerten Hefe die vSaccharase durch Papain, das 
nicht etwa aniylasehaltig ist, ähnlich wie durch Malzamylase freigelegt und in Lösung 
übergeführt. Papain leistet hier also einen Abbau, der mit Trypsin oder Pepsin nicht 
erzielt werden konnte. Die schützende Schicht wird also sowohl durch ])rotcoly- 
tischc wie durch di astatische Einwirkung angegriffen. 

H. Kraut, P. Eichhorn und FI. Rubknbaukr' haben vor kurzem eine Unter- 
suchung ,,Über eine Darstellung des Hefegummis durch enzymatischen Abbau und 
über den Nachweis eines hefegummi-spaltendcn Enzyms der Hefe“ veröffentlicht. 
Sie kamen darin zu dem Schluß, daß bei der beschriebenen Proteolyse oder Aniylolyse 
auch noch Hefecnzyme mit wirken, welche bei der Abt()tung der Hefe durch Essig- 
estcr (37'') die Vernichtung der eigentlichen Freilegungscnzyme überdauert haben. 

Versuche mit Papain. 

Versuch I. 

Abtötung. 300 g Löwenbräuhefe (Trockengew. 74,9 g), 4,04 S.E. enthaltend, 
wurden durch 45 ccm Essigester bei 37° verflüssigt, bei dieser Tem])eratur Stunden 
gelassen und über Nacht bei Zimmertemperatur auf bewahrt. Am nächsten Tage ent- 
hielt die Suspension (30500111): 3,63, der abfiltrierte Verflüssiguiigssaft: 0,525 S.E. 

Paitleerung durch Trypsin. Die Hefe wurde vom Verflüssigungssaft ab- 
getrennt, zweimal mit je 200 ccm Wasser gewaschen, darauf in 300 ccm Wasser sus- 
pendiert und mit 3 g Pankreatin Merck unter Zusatz von 10 g Natriumacetat und 
30 ccm Toluol 7 Tage lang bei 30 "" digeriert. Nach Ablauf dieser Zeit enthielt die Sus- 
pension noch 3,05, das Filtrat nur 0,317 S.E. Flie Proteolyse hatte 40,0 g Trocken- 
sub.staiiz in Lösung gebracht. 

Entleerung durch Pajiain. Nach gründlichem Waschen mit Wasser ver- 
vSetzten wir die Heferückstände mit Papain, nämlich 0,75 g Succ. Caricae (Merck), 
und füllten sic zum früheren Volumen auf. Die Einwirkung ge.schah bei 30°. In 
vier Tagen gingen 1,53, in 10 Tagen 2,40 S.E., d. i. fast die gesamte Menge, in Lösung, 
deren Zeitwert 65 war. Die Flüssigkeit enthielt viel Hefegummi; sie gab keine Milion- 
reaktion, aber starke Ninhydrinprobe. Die folgende l ibcnsicht enthält vollständigere 
Zahlenangaben über den \Trlauf des Versuches. 


r ber.siclit 




IiivcrtiiiKOialt der 
js'atizeii Suspension 

Invertingdialt der Lösung 

Proz. der i Proz. der 
S.K. Anfangs- i jeweils vor- 

nienge iiand. Menge 

T lockensubstan/, 
in Lö.sung 



^ j, Proz. d. an- 
‘ ■ '• «ew. Men^e 

' Proz. il. an- 
i gew. Menge 

Nach Verflüssigung . . . 
Nach Linw. von Trypsin 
Nach Linw. von Papain 
Nach Linw. von Papain 

(4 Tige) . 
(IO Tage) . 

54>5 i 75 

^.53 1 

2.40 

0.5-5 1 '3 14.5 

0.417! S.7 10,4 

1,5 3 i 4S 60 

2.40 ^ 50 <)ö 

U.6 31.5 

40.O ! 54 

70) 10.5 


Ber. d. D. Cheiii. Ge.s. 60, 164^ [1027] {Ahhandl. 60). 
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Versuch II. 

200 g Hefe mit 2,92 S.K. und 47,2 g Trockengewicht wurden verarbeitet. Der 
Unterschied gegenüber dem ersten Versuch bestand in der Anwendung der doppelten 
Menge Papain, bezogen auf die Gewichtseinheit der Hefe. Die erhaltene Invertin- 
lösung hatte den Zeitwert 69, sie gab starke Ninln’drin-, .sehr schwache Milionreaktion. 


Übcrsicdit. 



IiivfitinmlinU dir 
ganzen Susiu iision 

riiiz.d. an- 
gew. Menge 

Inverlinneluill der IvösniiK 

Proz. der Proz. der 

S.Iv. .Anfangs- jeweils vor- 

iiienge liaiid. Menge 

Troekensnhslanz 
in I.ösnng 

l’roz. d. an- 
' gi'w. Menge 

Nach \''crflüs.si^uiig 

->,oi 8() 

1.!,4 ]4,.S 

^ 4.7 31 

Nach Eimv. von Trypsin (4 Tage) . 

-MS 74 

n.2()() 10,1 ! 13,6 

24. (\ ; 5J 

Nach Einw. von Pa])ain (4 'läge) . 

1 .96 O7 

1.96 <)/ i 100 

6,9 1 14.5 


Versuch III. 

Anwendung von blausüureaktiviertem Papain (unter freundlicher Mitwirkung 
der Herren Dr. H. Krait und Dr. F. Rubknbaueu ausgeführt). 

500 g Hefe, die etwa 9 vS.K. enthielten, behandelten wir bei 37° Vji vStunden lang 
mit 80 ccm Kssigester, Nach dreistündigem vStehen wurde die Hefemasse abzentri- 
fugiert und wiederholt gründlich ausgewaschen. Mit dem Verflüssignngssaft waren 
25,1g Trockensubstanz (21,4% der angewandten 117 g) entfernt worden. 

Die proteolytische Phitleerung erfolgte mit Pep.sin (5 g Peps. pulv. solub. Merck) 
und zwar in 7 Tagen bei 30° in einem Wdumen von 800 ccm bei Gegenwart von 50 ccm 
Toluol. In lyösung gingen 28,5 g Trockensubstanz (24,3% d. angew. Menge), die 
Heferückstände enthielten noch 0,85 .S.IU, also 76% der Anfangsmenge. vSie wurden 
in 450 ccm suspendiert und für Parallel versuche mit und ohne Blausäureaktivierung 
geteilt. 

A. 395 ccm Plefesu.spension, 6,01 vS.K. enthaltend, verdünnten wir auf 660 ccm 
und behandelten sie mit 1,35 g Papain ohne Aktivierung. In 38 vStunden gingen 2,58 vS.K. 
(43%), in 86 vStunden 3,92 S.E. (65% der vorhandenen Menge) in Uösung. 

B. Auf ^/lo des ganzen Ansatzes, also 4500111 mit 0,685 ließen wir 0,15 g 
Papain, diesmal nach Wirbehandlung mit 150 mg C3Mnwa.s.ser.stoff, im Volumen von 
75 ccm ein wirken. Nach 86 vStunden enthielt die abfiltrierte Uösung die ganze Menge 
Invertin, nämlich 0,695 S.K. Das Trockengewicht der entstandenen Knzymlösung 
betrug 2,02 g; zieht man die Masse des angewandten Paixiiiis ab, so ergibt sich, daß 
bei der letzten Operation etwa 16% der Hefesubstanz in Uösung gegangen waren. 
Die Flüssigkeit gab keine Milionreaktion; aber sie lieferte einen Niederschlag mit 
Phosphorwolframsäure, auch war die Diazoreaktion positiv. 

Die Aktivierung des Papains durch Blausäure hat die Freilegung des Invertins 
beschleunigt. 

21. Oktober 1927. 






Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft 59, S. 1591 [ujjol 


59. ZUR FRAGE DER PROTEIN-ARTIGEN NATUR DER SACCHARASE. 

Von Richard Willstätter. 

(I’,ingcj>;angen Min 15. Juni 1926.) 

Hiiisichthcli der vSclilnßfolgeruiigeii, die sich aus den Analysen zahlreicher und 
verschiedenartiger Präparate von v'^accliarase ziehen lassen, suchen die an der Arbeit 
beteiligten Forscher, wie die Mitteilung ,,vSaccharase (VL)“ von H. v. Kuler und K. Jü- 
SKPHSON' zeigt. Übereinstimmung zu erzielen. [1592] Es wird von Nutzen sein, die 
Ansichten iiber die Bedeutung der Proteinsubstanzen für die Zusammensetzung der 
Saccharasc und anderer Enzyme noch schärfer auszudrücken, damit noch bestehende 
Unterschiede in den Auffassungen zu klärenden weiteren Analysen anregen können. 

Meine Versuche zur Reinigung der Saccharasc waren von dem Gedanken 
^eleitet, das Enzym immer von denjenigen Begleitstoffen zu befreien, die auf Grund 
von Analysen weniger reiner Präjiarate als wesentlich für die Zusammensetzung und 
Natur des Pmzynis galten. Jede neue Hypothese über den chemischen Aufbau der 
Saccharasc rief neue l'ragen für die präparative und analytische Arbeit hervor und 
Avurde deshalb dankbar aufgenommen und verfolgt. Die Enzympräparate wurden 
planmäßig von den einzelnen Be.standtcilen, deren Bedeutung für die Zusammen- 
setzung des Enzyms zur Erörterung stand, mehr und mehr, bis zur Bedeutungslosig- 
keit, befreit. Dabei gelang es zwar nicht, beisjiiels weise die Saccharasc von allen 
nachweisbaren Begleitstoffen ganz zu befreien, aber doch immer von denjenigen, 
auf die es gerade ankam. Das Ergebnis war, daß sich die Saccharase von chemisch 
definierbaren hochmolekularen vStoffen, wie Kohlehydraten. Pho.sphon’erbindungen 
und Proteinsubstanzeii, ohne Einbuße an Aktivität, sogar an Beständigkeit, gänzlich 
oder fast ganz befreien ließ. Für den Aufbau der Saccharasc unentbehrliche kolloide 
Stoffe sind analytisch noch nicht definiert w^orden. 

Im Folgenden .soll nochmals geprüft werden, ob es berechtigt ist, den trypto- 
phan-haltigen Begleitstoff der Saccharase nach H. v. Eueer und K. Joseph- 
SON zu den Bestandteilen des Enzyms, zu den Bausteinen des ,, gewaltigen Enzym- 
i^Ioleküls , zu zählen und ihm eine biologisch wichtige Rolle zuzuschreiben, oder aber 
ob die tr 5 qrtophan-haltige vSubstanz, wie es meine l'olgerung aus den veröffentlichten 

59 - ^129 [1926]. 
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Analysen war, ein für die Natur der Saccharase bedeutungsloser Begleitstoff, so etwa 
wie Hefegummi, ist. 

Meine III., IV. und V. Arbeit* über Invertin führten als eine nützliche Vor- 
bereitung für die Anwendung der Adsorptionsmethode das Altern der Hefe-Autolysate 
ein; der proteolytische Abbau veränderte die Saccharase-Begleiter derart, daß das 
Adsorptionsverhalten günstiger wurde, die Adsorptionswerte bedeutend anstiegen. 
Den so gewonnenen Präparaten war aber ein früher nicht zu beobachtender hoher 
('ichalt an Proteinsubstanzen eigen, die durch die MiUonj)robe gekennzeichnet waren. 
Dies waren so reichlich und hartnäckig anhaftende Begleitstoffe, daß ihre Beseitigung 
als eine Probe auf die Abtrennbarkeit der Proteinsubstanzen gelten konnte. Ouan- 
titative Wr.suche über die Milionreaktion lehrten dann (Abhandlung \ und VI ID), 
daß bei neutraler Reaktion gewonnene, frische Autolysatc und daraus bereitete 
Präparate völlig frei von den für die Milionreaktion verantwortlichen, vermutlich 
tyro.sin-haltigen Begleitern waren. 

Von da an suchten wir die Autolysatc* immer rascher zu bereiten und in frischem 
Zustand zu verarbeiten. vSolches Material war in un.seren Händen, als H. V, Kui.f.r 
und K. JosKPHSON^ den Tiw'ptophan-Gehalt ihrer [1593] Saccharase-Präparate ent- 
deckten. Die v^tockliohner Präparate von S.W. 3,7 und 4,0 enthielten 4,93 und 5,58%, 
die Präparate meines Laboratoriums (Abhandlung VIII’) von S.W. 6,67 und 3,57 
sogar 8,9 und 9,2. Dazu kam s})äter ein Präparat (Al)handlung X'>) vom S.W. 8,53 
mit 8,6% Tryptophan und Präparate (Abhandlung XID) von S.W'. 8,4, 11,9 und 9,7 
mit Tr\'ptophan-Gehalten von 2,0, 3,9 und 3,5^“- ^wm Zwecke des \ ergleichs schlug 
ich vor, die analytischen Angaben, z. B. Gehalte an Hefegummi, am Träger der 
IMillonreaktion, an tryptophan-haltiger Substanz auf r S.E. zu beziehen. So berechnet, 
betragen die Tr3'ptophan-Mengen in den erwähnten letzten Saccharase-Proben (0,12, 
0,16 und 0,18 mg auf r S.K.) nur */4 bis ^/s- von den Werten der Stockholmer und 
Münchener Präparate des Jahres 1924. 

Es ist auch daran zu erinnern, daß schon ein allerdings weniger gutes, weitgehend 
inaktiviertes Präparat meiner I. Arbeit über Invertin von Tr}4)tophan frei w'ar, 
und auch wiederholt w^ohldefinierte, gute Saccharase-Proben von Try])tophan quanti- 
tativ befreit wurden, nämlich ein Prä])arat der Abhandlung VIII vom direkt be- 
stimmten S.W. 4,16 und eines der XII. Abhandlung vom indirekt bestimmteii 
S.W'. 4,17. Es sollte genügen, in irgendeinem Palle Saccharase ohne Tryptophan 
darzustellen, um die Belanglosigkeit dieses Bestandteüls zu erweisen. 

' R. WlIXSTÄTTKK, J. ('.RASKR Ulld R. KUIIX. II. 123. 1 |l022); R. WlI.CSTiVTTKR 1111(1 
W. Wassermann, H. 123, 181 1 1(122]; R. Wirj,sT.ÄrrKRiui(l K. vSchnkidkr. II. 133, Kij [i()23/24l. 

^ II. 133, 193, und zwar vS. 22.1 11(^123/24]; II. 142, 257, und zwar S. 2(ii [i(;24/25|. 

^ B. 57, 85(; 1 1(124]. 

' R. WlUSTÄrrKR und K. SCHNKIDKR. II. 142, 257 11(124/25]. 

R. tVirj.sTÄTTKR, K. vScHNicmivR und E. Hamann, II. 147. 248 11(125], und zwar vS. 274. 

“ R. WlU.STÄTTER, K, ScHNKiDKR lind Iv. Wenziu., H. 151, I [1(125/26], Ulld zwar vS. 22. 

^ R. WIIJ.STÄTTI'R und F. Racke. A. 425, i [1(120/21]; vgl. R. Wilest.\TTER und 
K. Schneider, H. 142, 257 [1(124/25], und zwar S. 304. 
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Der Forderung von H. v. Kui.kr und K. Josephson, es müßten zur Abtrennung 
des Tryptophans, um dessen Kntbehrlichkoit erkennen zu lassen, reproduzierbare 
Methoden angegeben werden, war damit noch nicht genügt. Aber unsere Erfahrungen 
weisen doch auf einen neuen Weg liin, der sicher zu vSaccharase-Fräparaten von 
niedrigem, praktisch bedeutungslosem Tryptophan-Gehalt führt. 

Die Vermehrung des Enzyms in der Hefe nach dem Verfahren der (Eirung bei 
niedrigster Zucker-Konzentration von R. Wieestättkk, Ch. D. Rowry und K. vSchnki- 
DER (Abhandlung IX *'') lieferte uns Hefen mit 15- bis 20 mal mehr vSaccharase, 
aber nach den Analysen der Abhandlung X*" mit unverändertem Tryptophan-, 
überhaupt Eiweiß-Gehalt. Während wir in Münchener Bierhefe auf i .S.E. 150 mg 
Tryptophan, in den zugehörigen Autolysaten 68 bis 76 mg antrafen, betrug das 
Try])tophan in invertin- reicher Hefe 13, im Autolysat nur 2,5 mg auf i vS.E. Und 
allein die Dialyse genügte, um von dieser Tryptophan-iMenge mehr als ()o% zu 
entfernen und uns ein Ausgangsmaterial von v'^.W’. 2,5 mit nur 0,23 mg Tryjüo- 
])han auf i v^.E. (1,16 und 1,25% der Trockensubstanz) in die Hände zu geben. 
Da in den maßgebenden Bräj)araten des vStockhohm'r Uaboratoriunis 0,67 und 
0,70 mg auf I S.E. trafen, .so ist der Tr^’ptoidian-Gehalt des neuen Ausgangs- 
materials, noch ehe die Reinigung mittels einer der Adsorptionsvornahnien be- 
gann, nur ^/3 von demjenigen der früheren guten Rrä])arate, nicht einmal der 
tryptophan-reichsten. 

[^594] Wenn ich auch an diesem Punkte die Arbeit abzubrechen genötigt war, so 
darf ich doch auf die Methode liinweisen, nach der man die.ses neuartige Ausgangs- 
material verarbeiten muß, um auf einfache Weise das Tryptophan noch weitergehend 
abzutrennen. Die aus invertin-reichster Hefe durch ,, gebrochene Freilegung unter 
Neutralisation“ gew'ounenen Autolysate .sollen vor der Dialy.se der Alterung unter- 
worfen werden, wobei erfahrungsgemäß der tryjüoidian-haltige durch andere Begleit- 
stoffe verdrängt w-ird. Dann ist nach einer Dialyse von sehr langer Dauer die Rein- 
heitssteigerung durch Ad.sorptionsniethoden auszuführen. 

Es erscheint als nicht unbedenklich, P'olgeningen hinsichtlich des vStickstoff-, 
Schwefel-, Protein-Gehaltes u. dgl. auf Analysen der Präparate von Tf = 303 und 320, 
d. i. S.W. 6,5 bis 6,9, zu gründen, nachdem doch der Reinheit.sgrad der Saccharase 
bis auf vSaccharasewerte von 10 bis gegen 12 gesteigert worden ist. 

Hie Steigerung des Reinheitsgrades hat noch nicht zu dem Ende geführt, daß 
ein Enzym in einem für die Analy.se geeigneten Zustand vorlag. Immerhin ist die 
Adsorptionsniethode so lei.stungsfähig gew’ordcn, daß außer allen möglichen, che- 
misch nachweisbaren Begleitstoffen auch .so hartnäckig anhaftende, wie es inaktiviertes 
Enzym ist, abgetrennt wxuden konnten. Aus dem Ad.sorptionsverhalten der reinsten 
Saccharasepräparate läßt sich schließen, daß sie schon einen hohen Bruchteil von Enzym 
enthalten. 

' 146. 15H [1925]. 
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60. ÜBER EINE DARSTELLUNG DES HEFEGUMMIS 
DURCH ENZYMATISCHEN ABBAU UND UBER DEN NACHWEIS EINES 
HEFEGUMMI-SPALTENDEN ENZYMS DER HEFE. 

Von H. Kraut, F. Eichhorn und H. Rubenbauer. 

(Aus dem Cheiii. Caboral. d. Bayer. Akademie d. W’issciiscliaften in München.) 

(Ivingegaiigen am 2<S. Mai H)2y.) 

Die Darstellung des Plefcguiiiiiiis nach K. Salkowski, die das Ausgangsniatcrial 
der voranstehcnden Untersuchung über die Reinigung des Hefeguniniis durch Adsor])- 
tion lieferte, verwendet zur Zerstörung der Zellstruktur die Erwärmung mit 3proz. 
Natronlauge. Gegen diese Behandlung ist eine Reihe von Polysacchariden empfindlich, 
und es erschien zweifelhaft, ob der von uns gereinigte Hefegummi nicht schon durch 
diesen ersten vSchritt seiner Darstellung denaturiert worden war. Es gibt nun ein viel 
schonenderes Verfahren, den Hefegummi aus der Zelle in I'reiheit zu setzen, nämlich 
den enzymatischen Abbau der Hefe, wie ihn R. Wiicstättkr und F. Rackf/ 
in der II. Abhandlung zur Kenntnis des Invertins beschreiben. Wir haben daher 
nach diesem Verfahren Hefegummi bereitet, durch Adsorj)tion gereinigt und die Iden- 
tität mit dem vSalkowskischen, nach dem Vcrfaliren der vorangehenden Abhandlung* 
gereinigten festgestellt. 

Überläßt man Hefe nach schonender Abtötung durch Toluol sich selbst, so geht 
durch das regellose vSpiel der Enzyme mit dem Hefegummi allmählich die Mehr- 
zahl der Hefe-Inhaltsstoffe in Lösung. Daher ist die totale Autolyse für die Darstellung 
des Hefegummis ungeeignet. Zweckmäßiger ist es, durch Abtötung eines Teiles der 
Hefe-Enzyme mit Essigester von 37 ° die Autolysc hintanzuhalten und durch Zusatz 
anderer Enzyme eine fraktionierte Entleerung der Hefe vorzunehnien. WibbvSTÄTTER 
und Racke haben dieses Verfahren eingeschlagen, um zu entscheiden, welcher Teil- 
vorgang innerhalb der gesamten Autolyse die ITeilegung des Invertins bewirkt. Sie 
fanden, daß man nach Abtötung mit Essigester von 37° die Hefe durch Pepsin 
oder Trypsin von fast der Hälfte der Inhaltsstoffe befreien kann, ohne daß Invertin 
dabei in Lösung geht. Dann läßt sich durch Diastase das Invertin zusammen mit 

’ A. 427, iTi [1921]. 


* Abh. 27. 
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dem Hefegummi in breiheit setzen. Nach einer j)rivaten Mitteilung des Hrn. Geh. 
Rat R. WibbvSTÄTTER* kann man die l'reilegung von Invertin und Hefegummi statt 
durch Diastase auch durch die pflanzliche Protease Papain bewirken. 

Dureh die Abtötung der Hefe mit Kssigester von 37 " werden ca. 25 % der Trocken- 
substanz in Tösung übergeführt, darunter nur geringe Spuren von Hefegummi, Die 
folgende Verdauung mit Pepsin (auf 1 kg frischer Hefe, enthaltend 250 g Trocken- 
hefe, ließen wir z. B. i g Pepsin Merck in lamellis lo Tage bei 30" einwirken) entleerte 
weitere 4 ^% des Trockengewiehtes aus der Hefe, darunter gar keinen Hefegummi. 
Die Freilegung des Hefegummis gelingt sowohl mit Pa])ain (mit oder ohne aktivierende 
Blausäure^), als auch mit Diastase. 

Verdauung mit nicht aktiviertem P.'i])ain: 500 g Hefe von 117 g Trockengewicht 
wurden mit Ivssigester von 37'’ l)ehandelt, zentrifugiert, der Rückstand mit Pepsin verdaut, wo- 
nach noch 40% des Trockengewichts vorhanden waren. 2,5 g Succus [1645] Caricae Papayae 
entleerten daraus in 14 'lagen bei 40° 10,3 g - 0% der 'Irockenhefe. Davon waren 4,5 g = 44% 
Hefegummi. Der unverdauliche Rückstand enthielt noch r.og Hefegummi. 

Verdauung mit aktiviertem Papain: 1 kg mit Pep.sin entleerter Hefe wurde mit 2 g 
vSuccus und 20 ccm j proz. Blausäure bei 30" 16 Tage verdaut. Ks gingen H) g - 8 % der 'Irocken- 
hefe in Lösung. vSie enthielten 5,5 g 20% Hefegummi. Jni unverdaulichen Rückstand be- 
fanden sich 4,4 g Hefegummi. 

Verdauung mit Diastase: Käuflichen dia.statisi'heii Malzextrakt l)efreilen wir durch 
8 tägige Dialyse gegen fließendes \Vas.ser von der großen Menge begleitender Kohlehydrate. Wir 
versetzten 500 g pepsin-verdaute Hefe mit dem dialy.sierteii iMalzextrakl, der 12,5g 'l'rocken- 
sub.stanz enthielt. Durch die Verdauung vermehrte sich das 'l'rockeiigewicht um 7,8 g r.: 6% 
der 'rrockenhefe, w'ovon 5,5 g - 70% llefegummi waren. Der Rückstand war frei von Hefe- 
gunmii. 

Es ist atiffallcnd, daß vom aktivierten Papaiii weniger Hefegummi, ja sogar 
insgesamt weniger Trockensubstanz in P'reiheit gesetzt wird, als von Papain ohne Blau- 
säure. Die.ses Ergebnis {spricht für eine Mitwirkung von überlebenden Hefe-Enzymen, 
da man die schlechtere l'reilegung durch das wxit stärker (nämlich auch Peptone) 
s])altende vSy'stem Papain -|- Blausäure w'ohl nur mit der Vergiftung von Hefeenzymen 
durch die Blausäure erklären kann. Während WibbS'rÄ'n'ER und Racke wegen der 
geringen Beständigkeit des Invertins 37' bei der Abtötung der Hefe mit Es.sigestcr 
nicht überschreiten konnten, w’aren wir in der Lage, Verdauungsversuche nach voll- 
.ständiger Abtötung aller Hefe-Enzyme durch istdg. Kochen der Hefe mit Essig- 
ester vorzunehmen. vSic zeigten das interessante Resultat, daß nun Pepsin überhaupt 
nicht mehr verdaute. Papain setzte 40% der Trockensubstanz in P'rcilieit, immerhin 
viel weniger als bei noch vorhandenen Mefe-luizymen von Pepsin und Papain zusammen 
herausgelöst wird. Diastase konnte aus der gesamten, mit siedendem Essigester 
getöteten Hefe kaum so vielTrockcnsub.stanz herausholen, als vorher aus der zu 3/4 ent- 
leerten. In den gewonnenen Extrakten fand sich aber nur sehr wenig Hefegummi; 
noch relativ am meisten setzte Papain in Freiheit, nämlich 5 % des in der frischen Hefe 
bestimmten Gummis. Diese Versuche beweisen die Mitwirkung überlebender Hefe- 
Enzyme bei der Auflösung der bei 37 mit Essigester abgetöteten Hefe. Der Vorgang 

* V^L R. Willstäiter und iV. Grasmann, Abhandlung 5<V. 

* Siehe R. WirrsTÄTTKR und W. ('tR.\SSMANN, Über die Aktivierung de.s Piipains durch 
Blausäure, Ztschr. physiol. Cheni. 138, 184 (1924]. 



858 


H. Kraux, F. Kiciihorx und H. RubknbauKR: 


der Freilegung von Invertin und von Ilefegunimi ist kompliziert und läßt sich nicht 
allein als Proteolyse oder Aniylolyse auffassen. 

Aus den durch den enzymatischen Abbau der liefe gewonnenen Hefegunimi- 
lösungen gelang cs ohne Anwendung von Säure oder Alkali, die bei der Ihülung mit 
F'ehlingscher Lösung unvermeidlich sind, alle Verunreinigungen abzutrennen. Die 
niedrig molekularen Begleiter entfernten wir durch Alkohol-Fällung und Dialyse mittels 
Fischblasen, die wir durch eine mehrstündige Klektrodialyse vervollständigten. Dabei 
fiel ein Teil der Kiweißstoffe aus und wurde abfiltriert. Lösungen, die wir durch 
\’erdauung mit Papain gewonnen hatten, bestanden nun zu etwa 60% des Trocken- 
gewichtes, die mit Diastase herge.stelltcn zu etwa 50% aus Hefegummi. Krstere er- 
wiesen sich als geeigneter für die Reinigung, die in der Adsorption der Verunreinigungen 
an Kaolin und Tonerde bestand. 


Nach 6 maliger Voradsorption mit kleinen Kaolinmengen (auf 7 g Trockensubstanz 
hü, 50, 30, 20, 12 und 8 g Kaolin in .schließlich 600 ccm) zeigte die Restlösung der 
^ Pa])ain-Verdauung eine Tonerde-Adsorptionskurve (Nr. i der 
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Abbildung) mit plötzlichem, steilem Anstieg der [1646] Ad- 
.sorptionswertc bei der Konzentration von 1,4 g Hefegummi 
im Liter oder bei der Adsorption von 30% des angewandten 
Hefegummis. Aus dem Wrlauf dieser Kurve war zu ent- 
nehmen, daß eine Adsorption an Aluminiumhydroxyd eine 
starke Fraktionierung des Gemi.sches bringen werde, die wir 
2 mal mit kleinen .Adsorbensmengen durchführteri (je 0,025 g 
AljO^ auf 0,5 g Trockensubstanz). In der Tat erwies sich die 
aus der neuen Restlösung auf genommene Adsorptionskurve an 
Tonerde als die normale Isotherme (Nr. 2 der Abbildung). (Aus- 
beute aus 8 g in der verdauten Lösung enthaltenem 3 g reiner 
Hefegummi ^ 37,5%.) 
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Beim Vergleich dieser Kurve mit der Adsorptions-Isotherme des gereinigten 
Salkowskischen Hefegummis (Kurve Nr. 2 der Abb. i der voramstchenden Abhandlung*) 
fallen die weit höheren Ad.sorptionswertc der letzteren auf. Man könnte daraus folgern, 
daß der durch enzymatischen Abbau dargcstellte Hefegummi von dem Salkowskischen 
verschieden sei. Indc.ssen unterscheiden .sich die beiden Kurven nur durch einen 


konstanten Faktor; durch Multiplikation mit 2,8 fallen die niedrigeren Adsorptions- 
werte alle genau in den Verlauf der anderen Kurve. Nach W. Mkcklenburg^ sind 


* Ahh. 2j. ^ Ztsclir. physikal. Cliciu 83, 609 [1913]. 
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derartige affine Adsorptionskurveii ein Zeichen dafür, daß die beteiligten Stoffe sicli 
bei chemischer Identität durch ihren Dispersitätsgrad unterscheiden. Beide Kurven 
sind mit demselben Präparat des Ortho-aluminiumhydroxyds aufgenommen worden, 
allerdings mit einem Abstand von 8 Monaten. Man kann annehmen, daß in dieser 
Zeit die Tonerde durch Teilchenwachstum au Ad.sorptions-Tüchtigkeit verloren hat; 
wahrscheinlicher ist, daß der Ilefegummi durch die beiden Methoden zwar als dasselbe 
chemische Individuum, aber von verschiedenem Dispersitätsgrad gewonnen wird. Die 
Identität der nach beiden Verfahren gewonnenen reinen Präparate beweist außerdem 
die Gleichheit der Drehungswinkel, die übereinstimmend zu 88,8 gefunden wurden. 

Die Darstellung des Hcfcguniniis durch enzymatischen Abbau der liefe ergal) 
noch ein überraschendes Resultat. Die Au.sbeutcn an Hefegummi in den Lösungen 
und die im Unverdaulichen verbliebenen Mengen betragen nämlich zusammen viel 
weniger, als man nach Salkowskis Methode aus denselben Hefe isolieren kann. Pis 
muß angenommen werden, daß in der [1647] Hefe ein bi.shcr unbekanntes hefe- 
gummi-spaltendes Enzym vorhanden ist, das nach Abtütuiig der Hefe mit 
Essigester von 37*^ noch seine Wirk.samkeit entfaltet. Zum Nachweis dieses Enzyms 
haben wir die Veränderungen des Hefegummi-Gehaltes durch enzymatische Vorgänge 
in der abgetöteten Hefe verfolgt. Daß die lebende Hefe imstande ist, beim Hungern 
den Hefegummi zu vermindern, ist schon von J. Warkany^ allerdings mit unzu- 
länglicher Bestimmungsmethode, nachgewiesen worden. Nach einem besonderen hefe- 
gummi-spaltenden Enzym hat er aber nicht gesucht. 

Man bcstiimnt zwcckiiiäüig den Ilefeginninid iclialt einer Hefeprobe naeli Zerstören der 
vStruktur mit 3proz. warmer Natronlauge durcli Ausfällen des llefegunuuis mit l'ehlingsclier 
Uxsiing, Bösen in wenig vSaHsäure. Fällen mit der 5 fachen Menge absol. Alkohol und Polarisation 
des wieder aufgelösten Gummis. Die Bestimmung ist durch die optisch aktiven Verunreinigungen 
beeinträchtigt, gibt aber docli ein genügendes Älaß des vorliandenen Gummis. Wiederholungen 
derselben Bestimmung differierten um weniger als 2%. 

Bei zahlreichen Versuchen fanden wir in 100 g frischer Lowenbrätihefe 1,72 bis 
1,74 g Hefegtimmi (siehe Tabelle). Tötet man die Hefe mit Essigester von 37'^, 
so bleibt der Hefegummi-Gehalt innerhalb von 3 Tagen bei 30'' unverändert. vSetzten 
wir aber dem abzentrifugierten Niederschlag Pepsin oder Papain zu, so konnten 
wir nach 3 Tagen nur noch 1,38 bis 1,49 g Hefegummi nachweisen. 14 bis 20% des 
Hefegummis waren also verschwunden. Innerhalb von weiteren 5 Tagen änderte 
sich der Hefegummi-Gehalt nicht mehr merklich. Wenn man den Essigestcr bei Zimmer- 
temperatur verwendet statt bei 37°, so tritt auch ohne Zusatz von Enz>'men eine 
geringe Abnahme des Hefegummis ein (von 1,73 g auf i, 55 g)- 

Bewirkt man die Abtötuiig der Hefe durch Toluol bei Zimmer-Temperatur oder 
bei 37 so beginnt sofort die Autolysc. Dabei nimmt der Hefegummi innerhalb von 
3 lagen auch ohne Zusatz von Papain oder Pepsin um 16 bis 17% ab. Zusatz von 
Pepsin oder Papain ist nun nicht mehr imstande, den Hefegummi-(Tehalt weiter zu ver- 
ringern. Die größte Abnahme beobachteten wir bei einem Versuch der totalen Auto- 

^ Biochem. Ztschr. 150, 271 [1924]. 
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lyse ohne Zusatz eines Antisepticums. Nach 20 Tagen fanden sich nur noch 40% des 
ursprünglicli vorhandenen Hefeguniniis. 

Man muß aus diesen Beobachtungen schließen, daß das hefegummi-spaltende 
Enzym in besonderer Weise verankert und vom Hefegummi selbst getrennt ist. 
Es wird durch bestimmte Vorgänge innerhalb der Autolyse oder Plasmolyse frei- 
gelegt. Darauf beruht es auch, daß wir auf keine Wei.se imstande waren, das Enzym 
aus der abgetöteten liefe zu isolieren. Hefegummi wird weder von frischem Toluol- 
autolysat, noch von Extrakten aus Eebedewscher Trockenhefe oder aus gefrorener 
Hefe hydrolysiert, auch wenn bei der Einwirkung wie bei der Extrakt-Gewinnung 
dieWasserstüff-Ionen-Konzentration durch Puffer-Zusatz weitgehend variiert wurde. Aus 
dem Versuch der totalen Autoly.se ohne Zusatz eines Antisepticums kann man vielleicht 
schließen, daß in der noch wenig veränderten Zelle überhaupt nur ein Teil des Hefe- 
gummis (höchstens 20%) dem Angriff des luizyms zugänglich Ist. Erst die völlige 
Zerstörung der Zellstruktur würde dann eine weitere \T‘rminderung des Hefegummi- 
gehaltes ermöglichen. 

Kaeli der Aiiffiiiduiig die.ses Fnzyiiis der Hefe haben wir iioeli einige andere Quellen kohle- 
hydrat-spalteiider Enzyme untersnchl, konnten aber weder durch Taka-Dia.stase [1648] oder 
iümilsin, noch durch die Au.sziige ans Aspergillus niger, ('.rünnialz oder Darrinalz eine Spaltung 
des Hcfegumiiiis bewirken. 


Tabelle: Wirksamkeit der Hefe -Gummase. 

Alle Bestimiiiungen sind mit Extrakten aus 100 g frischer Hefe nach 3 tägigem vStehen bei 30'' 
ausgeführt. 1 ex ) g frische Hefe enthalten 1,72 bis 1,74 g Hefegummi. 


llcfdicferun« 

Nr. 

VurhchaiKlliiiii^ 

noch voiliaiul. 

K Hcfc^uniini 

Abnahme 
in Proz. 

I 

Mit Toluol I Std(*. l)ei ^7"" verflü.ssigt 

i, 4 f^ 

16 


.. 1 .. M 37 " 

bl 3 

17 


bei gew. Teiii]). ,, ' 

1 .43 

17 


Jvssigester i vStde. bei ^7 verllüssigt j 

j , 6 (} 

4 


r ,, ,, .; 7 ' 

J .b 3 

5 


,, ,, bei gew. Temp. 

1.55 

10 


Toluol bei gew. Temp. verflüs.sigt und 

a) mit 0,2 g Pepsin versetzt 

1,46 

16 


i b) ,, 0,2 g Papain ,, 

P.S 7 

9 

3 

.Mit Essigester bei gew. Temp. verflü.ssigt und 

a) mit 0,4 g Pepsin versetzt 

E 43 

17 


b) ,, 0,4 g Papain .. 

1,46 

jO 

4 

iMit Es.sige.ster von 37'' verflü.s.sigt und 

a) mit 0,4 g Pej)sin versetzt 

1 ,19 

14 


.. ‘M g ,, 

1.43 

17 


!>) ,, 0,4 g Papain 

J .43 

17 


.. ^ 44 g .. 

1 . 3 « 

20 


Totale Autoly.se ohne Zu.satz, nach 20 Tagen be- 
.stümnt 

0,70 

60 
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61. ÜBER MALTASELÖSUNGEN AUS HEFE. 

Von Richard Willstätter, Gertrud Oppenheimer mid Werner Steibelt. 

(Mitteilung aus dem Chemischen l^aboratorimn der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

Mit I Ablnldung. 

(Der Redaktion zngcgangen am 2.S. Juni 1020.) 


Zur Isolierung der Maltase aus Hefe i.st es nach den Angaben aller Forscher, 
die über das Fnzym gearbeitet haben, nötig, die Hefe zuerst zu trocknen und dann 
mit Wasser zu behandeln. Diese Methode, T/’isungen der Maltase darzustellen, ist 
von C. J. lyiNTNKRb von E. FischerS von A. CroI'T Htu.' angegeben worden. Zwi- 
schen Saccharase und Maltase wird allgemein ein Unterschied angenommen: die 
Saccharasc gewinnt man aus abgepreßter Bierhefe durch Ausziehen mit Wasser unter 
Zusatz z. B. von Toluol, die Maltase stets nach vorangegangener sorgfältiger Trock- 
nung. Freilich ist es bekannt, daß von lebender Hefe auch Saccharase nicht abgegeben 
wird, aber sie diffundiert leicht aus der Zelle nach der Abtötung der Hefe durch das 
antiseptische Mittel. Daß unter denselben Bedingungen kein auf Maltose wirkender 
Auszug entsteht, wird auf die Schwerlöslichkeit der Maltase'^ oder darauf zurück- 
geführt, daß dieses Enzym vielleicht an Protoplasmabcstandteile [233] fest gebunden 
vorkommt oder daß bei unversehrter Zellhülle .seine Diffusion nach außen gehindert ist'). 

Der Unterschied zwischen Sacchara.se und Malta.se dürfte indes.sen darauf beruhen, 
daß in der Hefe nach ihrer Abtötung z. B. durch Chloroform oder Toluol durch enzy- 
matische Vorgänge Bildung von Säure eintritt, durch welche die Malta.se zerstört 
wird, etwa in dem Maße, wie .sie in wäßrige Uösung übergeht. Jedenfalls gelingt es 
uns, aus frischer Bierhefe starke Maltasclösungen durch Behandlung mit Wasser unter 
Zusatz von Toluol bei Zinimertemperatur darzustellen, wenn man die auftretende 

> Zeitschr. f. ges. Brauwc.scn 1892, S. 106; C. J. EinTnkk und E. Kröh]':k, Ber. d. D. ehern. 
Bes. Bd. 28, S. 1050 [1895]. 

* Ber. d. D. ehern. Ges. Bd. 27. vS. 3479 [1894]; Bd. 28. vS. 1429 [1895]; Diese Zeitschr. Bd. 20, 
vS. 60. und zwar S. 74 [1898]. 

^ Journ. Chem. ä)C. Bd. 73. S. 634 [1898] und 83, 578 [1903]. 

^ C. J. TjnTnkr, Zeitschr. f. d. ges. Brauwe.sen 1894. S. 414; C. J. Ijntnkr und E. Kröbkr, 
Ber. d. D. chem, Ges. Bd. 28, S. 1050, 1053 [i'^^OSl- 

') E. Fi.scm<:R, Die.se Zeitschr. Bd. 26, S. Oo, und zwar vS. 75 [1898]. 
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Säure mit Ammoniak neutralisiert. Natürlich gibt auch getrocknete Hefe nach diesem 
Verfahren der Neutralextraktion mindestens ebenso wirksame Lösungen als nach 
den Angaben der Literatur. Diese Maltaselösungcn aus Bierhefe enthalten wie alle 
in der Literatur auch Saccharase; die Aufgabe, beide Enzyme zu trennen, ist noch 
zu lösen. 

Hinsichtlieh der Wirksamkeit sollen die Maltaselösungen nach dem Vorbild der 
von C. O'SuLijVAN und F.W.V.Tompson’ sowie von H.v. Kulrr und seinen Mitarbeiten^ 
gegebenen Saccharasedefinition gekennzeichnet werden. Die Hefen und die Maltase- 
lösungen werden durch die Zeit in Minuten bestimmt, die i g getrocknete Hefe oder 
die dieser ^lenge entsprechende Knzymlösung braucht, um bei 30° 2,5 g Maltose 
(Hydrat) zur Hälfte zu hydrolysieren, wenn diese mit 30 mg NajHPO,} ■ 2H2O und 
22,5 mg KH:P04 in 50 ccm enthalten sind. 

Proportionalität von Knzymmengc und Umsatz. 

l'ür die Saccharasewirkung, die dem Gesetz der monomolaren Reaktion folgt, 
besteht auch zwischen Enzymkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit Propor- 
tionalität, die experimentell [234] von O’vSuujvan und Tompson'), dann von C. vS. Hud- 
son^) und neuerdings in einem Bereich der Enzym mengen von 1:40 von H. v.Eulkr 
und 0 . vSvANBRRG-^) bestätigt wurde. Wie die Reaktion der Maltase nicht mit demselben 
Zcitgesetz in Übereinstimmung gebracht werden konnte, so war es auch fraglich, 
üb für sie jene Proportionalitätsbeziehung gilt. Cii. PhilochiU) hat sie allerdings 
schon bei Takamaltasc mit Enzymmengen von 1:5 bestätigt gesehen, und bei Hefe- 
maltase haben L. I\Iichaklis und P. Rona>) mit Eernientmengen, die im Verhältnis 
von 3:2:iÜ-::i standen, approximativ gezeigt, daß die Zeiten gleichen Umsatzes 
sich umgekehrt wie die h'ernientmengen verhalten. Wegen der Wichtigkeit für die 
Analyse der Maltasepräparate wurde die Proportionalität nun mit Ausdehnung des 
Bereiches genauer geprüft. 

Die Hydrolyse der Maltose verfolgten wir mit der polarimetrischen Methode, 
die uns hier genauer .schien als die Bestimmung auf Grund des Reduktionsvermögens. 
Die Maltoselösung wurde mit wechselnden Mengen der neutralen Hefeauszüge ver- 
setzt unter Einstellung der nach L. MiChafjjs und P. Rona^) optimalen spureiiweise 
saueren Reaktion bis 6,8) ; wir fanden dementsprechend am günstigsten 

einen Gehalt von einem Zehntel Phosphatmischung, die aus gleichen Teilen 0,90 proz. 

^ Journ. Clieiii. Soe. Bd. 57, vS. 834, und zwar S. 866 [1890]. 

^ II. V. Kur, KR, K. IjNDBKRc; und K. MivKANdkr, Dic.se Zeitsclir. lid. 69, S. 152, 157 [i 9 Hd: 
II. V. Kui.Kk und vS. KuKi^invRG, Diese Zeitschr. Bd. vS. 335 [191 1] ; H. v. Kur, KR und O. Svanbkrg, 
Die.se Zeitschr. Bd. 107, vS. 269 [1919]. 

') Journ. Clieni. Soc. Bd. 57, vS, 834, und zwar S. 847 [1890]. 

9 Journ. Am. Cliem. vSoc. Bd. 30, S. 1564, und zwar 8. 1574 [1908]. 

6 Diese Zeitschr. Bd. 107, vS. 269, und zwar vS. 275 [1919]. 

P Journ. chhn. phys. Bd. 6, 8. 213, 355 [1908]. 

5 ) Biochem, Zeitschr. Bd. 57, 8.70, und zwar vS. 78 [1913]. 

6) Biochcin. Zeitschr. Bd. 57, 8. 70 [1913] und L. MlCHAEtiS, Die Wasserstof fionenkon- 

zentration, Berlin 1914 (J. vSpringer), 8.71. 
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KH2PO4- und i,20proz. Na2HP04 • 2ll20-I,ösiing bestand. Die loproz. Lösungen von 
wasserhaltiger Maltose wurden mit einem Dehalt von 20% dieses Puffers bei 30° im 
Meßkolben bereitet und die erforderliehen Proben von 25 ccm mit Plnzymlösung 
und Wasser von derselben Temperatur aufs doppelte \^ohinien gebracht. Bei Be- 
endigung der Versuche entnahmen wir 25 ccm der 30° warmen Versuchslösung und 
trugen sie unter Berücksichtigung der Auslaufzeit in 5 ccm 2n-Soda ein. [235] Die 
Anfangsdrehung der Versuchslösung nach dem Verdünnen mit jener vSodamenge be- 
trug 10,80°, die Knddrehung bei vollkommener vSpaltung würde 4,40° betragen. 

Tabelle i. tvnzymkoii/.eiitration und Thiisatz. 


(5pr()z. Maltoselösiing ; 30"*.) 

Ivnzynimenge 

Zeit 

1 ircluingsabmihme 

MaHoSespallung 

ccm in _■;(> 

' (.Minuten) 

G) 

(?(,) 

5 

1 20 

1 3.03 

47.3 

10 

60 

' 33>3 

47.3 

2.5 

i 2.10 

1 2,70 

42,3 

10 

1 60 

j 2,61 

40,9 

2 

150 

2,19 

34.2 

5 

60 

' 2,20 

34.4 

10 

' 30 

j .... i 

.34.5 

-’..5 

1 80 

1 2.24 ; 

35.0 

15 

30 

2,14 

33 . .3 


Im Bereich von 1:5 oder 6 hal sich genaue Proportionalität von Knzymmenge 
und Umsatz ergeben. 

Der zeitliche Verlauf. 

Während nach PHibocnK* bei der Maltosespaltung durch Takaenzym die Kon- 
stante der monomolaren Reaktion mit fortschreitender Zeit ansteigt, wird der ent- 
gegengesetzte Gang bei Hefemaltase in den Arbeiten von Lintner und Kröbkr und 
von K. F. Armstrong^ beobachtet; auch in einer eingehenden Untersuchung von 
R. 0 . Herzog 3 ist keine einfache Beziehung zwischen Zeit und Umsatz zutage getreten. 
In unseren Versuchen, die wir Vornahmen, um nach dem Vorbild von O'vSutjjvan 
und Tompson jeweils beobachtete Maltosespaltungen auf den nämlichen Grad der 
vSpaltung beziehen zu können, war der [236] Gang von k aus J ln ^ merkwürdig 
verschieden. In den beiden Versuchen der Tab. 2 und der Abbildung (S. 237) fiel 
io 4 ^ bis auf etwa ein Viertel, nämlich von 213 auf 46 im Bereich von 20 bis 75% 
vSpaltung und von 213 auf 68 bei 20 bis 64 ?/o vSpaltung. In zwei andern Versuchs- 
reihen sank hingegen die Konstante nur auf etwa den halben Wert, nämlich zwischen 
28 und 69% Maltosehydrolyse von 220 auf 100 und zwischen 20 und 56% Spaltung 
von 144 auf 69. Diese Abweichungen werden wohl durch hemmend wirkende Bei- 
niischuiigen bedingt sein. 

M. c. * Proc. Roy. Soc. Bd. 73, 8. 500, 516, 526 [1904]. 

^ In C. Oppenheimer, Die Fennente, IV. Aufl., Bd. II, S. 987 (I^eipzig 1914). 
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Tabelle 2. Zeitlicher Verlauf der Maltase Wirkung. 
{30“; sproz. Maltose.) 


Zeit 

(MimilPii) 

I. Versuch (<) ccni ICnzymlüsutii' A 
in 100) 

Drehnnt’sabnahnie ! Umsatz (%) 

2. Versuch (loccm Ivnzynilösunj' B 
in lüo) 

DrehuiiKsahnahine Umsatz ("g) 

]() 

...3 i 

19,2 

1 ,23 

-u 

20 

I.7-’ 

20.() 

1.72 

26,9 

30 

2.16 

33.« 

2.05 

32,0 

•b> 

2.41 

37.7 

2.35 

36,8 

60 

2.8 I 

444 ) 

2,80 

43.7 

80 

3.13 

49,0 

-- 

— 

(>0 



3-34 

52,2 

100 

3.41 

53 -’ 


— 

120 

— ' 

- 

3.79 

58.8 

150 

3 - 9 ^ 1 

Ol. 2 

4,09 

64,0 

200 

4.:25 

66,4 

— 

— 

300 

4 . 7 «^ ! 

754) 


— 


Darstellung von Maltasclösungcn. 

Da bei der Herstellung von Maltaselösungen die beiden Vorgänge: Diffusion 
des Kiizynis aus der Hefezelle und .seine Zerstörung durch zugleich entstehende Säure 
einander entgegenwirken, so ist die Schädigung entweder durch Alkalizusatz in dein 
Maße der Säureproduktion oder durch ein ini [237] Überschuß zugefügtes unlö.sliches 
Neutralisatioiisniittel zu vermeiden. 

88 g gewaschene und abgepreßte untergärige Hefe der l/öwenbratierei in München 
wurden unter Zusatz von Toluol mit 132 ccm Wasser (entsprechend 20 g Trockenhefe 
+ 200 ccm Wasser) angeschüttedt. Die Flüssigkeit reagierte zunächst neutral, mit- 
unter 50 Minuten lang, manchmal ist schon nach 5 bis 6 Minuten die Reaktion deut- 
lich sauer. Bei den ver- 
schiedenen Ilefejiroben sind 
erheblich differierende Alkali- 
mengen erforderlich und auch 
etwas verschiedene Mengen 
je nach der Weise und Häufig- 
keit des Neutralisierens. Am 
besten ist es, häufig neutrale 
Reaktion auf backmus durch 
vorsichtigen Zusatz von ver- 
dünntem Ammoniak herzu- 
stellen, was bei einer Kxtrak- 
tionsdaucr von 6 Stunden z.B. 
nach 6 20 55 130 180 360 Minuten 

0,6 0,3 12,6 10,5 3,6 4,9 cern 1 proz. Ammoniak, 

also im ganzen 32,5, in einem andern JJeispiel 41,8 ccm erforderte. Bei längerer Dauer 
der Extraktion genügte es, weiter zunächst alle 2 bis 3 Stunden, dann mit größeren 
Bausen die immer geringere Säureproduktion unschädlich zu machen ; in den folgenden 
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18 Stunden waren z. B. noch 5,8 ccm erforderlich, in weiteren 2 Tagen z. B. je 1 ccm 
I proz. [238] Ammoniak. Bequemer und amicäliernd ebenso günstig ist es, die Flüssigkeit 
durch Zusatz von Magnesiumcarbonat oder dgl. konstant bei fast neutraler Reaktion 
zu erhalten. Dagegen entstehen viel schwächere Enzymlösungcn, wenn man die 
Hefe unter anfänglichem Zusatz bestimmter Mengen von Alkali extrahiert, wie Croft 
IIiiX bei Verarbeitung getrockneter Hehai vorschreibt; z. B. lieferten 88 g Hefe unter 
den angegebenen Bedingungen in 61/, Stunden eine Rösung, die 16,2% Maltosespaltung 
ergab, gegenüber 3,9 % Spaltung bei analoger Extraktion mit 132 ccm ü,iproz. Natron- 
lauge. 

Die abfiltrierten Maltasclö.sungcn, worin nach der indicatorenmethode von 
S. P. L. vSöRENSEN^ 6,6 gefunden wurde, blieben beim Stehen neutral; die Zeit- 
werte betrugen in den ersten Versuchen (Nr. i bis 4 der Tab. 3) nach 6 Stunden IVxtrak- 
tion 260 bis 120, nach anderthalb Tagen etwa 50 Minuten, in späteren Versuchen, 
nachdem das Neutralisationsverfahren ausgearbeitet war, z. B. in Nr. 5, nach ein- 
tägiger Extraktion 20 Minuten. 


Tabelle 3. Zeitwerte der Maltaselösungeii au.s I'risehhefe. 


1 

Nr. 

1 

F,xlnikü()ns(I;iu(T 

(SUlIKiCti) 

I pro/. .Ml, f. H.S ;; i 
HOc 
(a-in) 

])rehunKS.'il)nahinc 

('■') 

MaltowspaUiinf; 

9 ’„) 

Zeitwert 

(Minuten) 

1 

l 7 : 

Lb 3 

0,16 

2,3 

I(; 5 () 


19 

. 14.8 1 

2 , 1 (.) 

32.8 

78 

2 


37.4 1 

1.18 

18.5 

26t) 


.^0 

.|2,6 

^.49 

38.0 

.33 

3 

6 

41.8 

1 . 1 6 

18.2 

260 



- 17.3 

2.40 

37 .9 

57 

4 

() 

3^.5 

1 ,80 in 30 Minuten 
2,37 in 60 ^Minuten 

28,2 in 30 Minuten 
37.0 in 60 Minnlen 

123 

131 


3 ^ 

38.3 

2.71 

r 

44 

5 

6 

.17.8 

1.90 

29.7 

0.3 


-’•! 

41,8 

3.82 

59.7 

20 


48 

41.8 

1 4.0.3 

63.1 

17 


7 “ 

41.8 

1 -l.o.S 

63,0 

17 


[239] Eine solche Malta.selösung (Beispiel 5 der Tab. 3) aus einer den Zeitverhält- 
nissen gemäß nicht besonders günstigen I'risehhefe verglichen wir mit den von Croft 
Hijj, beschriebenen besten Lösungen der Idteratur aus getrockneter Hefe. Unter 
tlen analytischen Bedingungen von Hnj, bewirkte i ccm un.scrcr Enzynilösung mit 
20 ccm 2 proz. Maltose bei 30° in 40 Minuten 69,5% Spaltung gegenüber» 29 % bei 
Croft HiuP). 

Um Maltase aus getrockneter Hefe zu bereiten, ist es unnötig, die Hefe, wie Hibb 
angegeben hat, durch stufenweises längeres Erhitzen bis auf 100° oder durch Auf- 
bewahren im Vakuum über Schwefelsäure“) vorzubereiten. Lufttrockene Hefe gibt 

‘ Biochem. Zeitschrift Bd. 21, S. 13 1 [1909]. 

6 Jourii. Chem. vSoc. Bd. 73, S. 634, 636 [189S]. 

') Jourii. Clieiii. vSoc. Bd. 73, S. 634, 636 [1898] und Bd 83, vS 578, 581 [1903]- 
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dieselbe Ausbeute. 20 g Trockenhefe werden mit 200 ccm Wasser und mit Toluol 
augeschüttelt; die Flüssigkeit reagiert sauer, und in diesem Fall wird zur Neutralisation 
sofort ein bedeutender Teil der überhaupt erforderlichen Alkalimenge verbraucht, 
z. B. war zur neutralen Reaktion auf Fackmus hinzuzufügen: 
nach 0 2 5 9 25 Stunden 

16,0 1,2 1,9 2,4 1,6 ccm I proz. Ammoniak. 

Die Maltaselösung wird am besten nach etwa eintägigem Stehen abfiltriert; die 
Zeitwerte einiger Darstellungen aus Trockenhefe verzeichnet die Tab. 4. 

Mit derselben Hefeprobe und einer Bxtraktionsdauer von 2 Tagen haben wir 
mit 0,1 proz. Natronlauge nach Croft HiüL und nach dem Neutrahsationsverfahren 
Verglcichsversuche ausgeführt und die Wirkungswerte der verscliiedenen Mältase- 
lÖsungen unter den Bedingungen von IIiül übereinstimmend gefunden. 

Die Extrakte zeigen öfters beim Stehen, indem ein Niederschlag sich absetzt, 
einen kleinen Zuwachs an Wirksamkeit. Im übrigen erwiesen sich viele solche auf 
Lackmus neutrale toluolhaltige Lösungen tagelang fast unverändert haltbar, was 


[240] Tabelle 4. Neutralaiiszüge von Maltase aus Trockenhefe. 


Nr. 

llxlraktioHS- 

daiKT 

(Stunden) 

I proz. NIIj 
für 20 Hefe 
(ccm) 

Drelum^js.abn.ahme (°) 

in 30 Min. j in 6o Min. 

Maltosc.spaltnng (%) 

in 30 Min. in fio Min. 

Zeitwert 

(Minuten) 

1 

18 

’ 23,6 

2,41 

— 

37,7 


5.S 


4^ 

' 27.6 

2,20 

— 

3-1, -1 


77 

2 

() 

T7,6 

— 

2,83 

— 

44,3 

7« 


22 

21,2 

— 

3.14 

— 

49-0 

62 


20 

21,2 


349 


49,8 

60 

3 

2 

■7.5 

— 

2,37 

- 

3Ö,9 

121 


5 

194 

— 

3-^4 

— 

• 47.5 

66 


9 

, 21,8 


3/4 


47,5 

66 


-5 

: 23,4 

— 

2.87 


1 44,9 

77 

4 

I 

18,6 

1,61 

— 

254 

— 

140 


19 

23.2 

2,22 

— 

34.Ö 


77 

5 

15 

24.2 

242 

— 

37,« 

— 

55 

6 

> 


2,05 

1 — 

32,0 

■ - 

82 


zahlenmäßig am Beispiel einer durch iSstündiges Extrahieren hergestellten Maltase 
lösung gezeigt werden soll. 

7 vStunden aufl>e\vahrt ; I)rchungsal)nahnie 2,41°; Maltoscspaltimg 37,6%. 

55 ,, ,, ,, 2,31°; ,, 36,0%, 

79 .. „ 2,20°; ,, 34,5%, 

.. ,, 2,10°; ,, 32,8%. 

Die Lösungen werden von Kaolin geschwächt. Es wird also, wie L. Michaeeis 
und P. Rona^ gefunden haben, ,, Maltase von Kaolin sehr merklich adsorbiert", aber 
die Maltase scheint im Adsorbat nicht haltbar zu sein. 

‘ Bioclieiii. Zcitsdir. Bd. 57, vS. 70, und zwar vS. 82 [1913]. 
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62. BESTIMMUNG DER MALTASE IN DER HEFE. 

Von Richard Willstätter und Werner Steibelt. 

Zweite Mitteilung über Maltase. 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 25. vSeptember 1920.) 

I. Maltasewirkung frischer Hefe bei Gegenwart von Chloroform (Experiment von Morris). 

Entgegen der älteren Anscliauung, daß die Maltose von Hefe direkt vergoren 
werde, zeigten C. J. Lintnkr' und E. FISCIIKR^ daß die Hefe auch diesen Zucker 
zunächst durch ein Enzym spaltet, indem sie aus getrockneter Hefe wäßrige Auszüge 
darstellten, welche Maltose in Glucose umwandelten. Die Verschiedenheit des die 
Maltose spaltenden Enzyms vorn Invertin sollte sich daraus ergeben, daß beim Aus- 
laugen frischer Hefe mit Wasser (auch bei Anwendung von Betäubungsmitteln) immer 
nur das Enzym in T.üsung geht, das den Rohrzucker spaltet. Es gelingt aber doch, 
wie wir vor kurzem mitgeteilt habend ebenso wie vSaccharase auch Maltase aus frischer 
Hefe auszuziehen, wenn man durch Neutralisieren der entstehenden vSäure die Zer- 
störung des empfindlichen Enzyms verhütet. Die Maltase ist nach E. Flschrr“^ schon 
in der normalen Hefe enthalten, .sie wird [158] nicht erst beim Trocknen gebildet. 
E. Fischer') hatte anfangs beobachtet, daß feuchte, unversehrte Hefe imstande sei, 
bei Gegenwart von Chloroform Ä-Methylglucosid und Maltose zu spalten. Dagegen 
hat G. H. Morris*) mitgeteilt, daß durch frische Hefe, sowohl Frohberghefe wie auch 
Brauereihefe, bei Anwesenheit von Chloroform keine vSpur Traubenzucker aus Maltose 
erzeugt werde. E. FisciiKR^) wiederholte darauf die Versuche bei Gegenwart anästhe- 
sierender Mittel und fand bestätigt, daß frische Hefen, Reinkulturen von Frohberg- und 

' Zeitschr. f. ges. Brauwesen 1892, S. 106; C. J. LinTnkr uikI Iv. Kröb1';r, Ber. d. Deutsch, 
ehern. Ges. Bd. 28, S. 1050 [1895]. 

' Ber. d. Deutsch, ehern. Ges. Bd. 27, vS. 2985 und vS. 3479 [i894]- 

^ R. WmrsTÄTTER, GerTR. ürrKNHKlMKR und W. vSteibEVL Diese Zeitsclir. Bd. 110, 
232 [1920]. 

Ber. d. Deutsch, ehern. Ges. Bd. 28, vS. 1429, 1437 [1895]; Die.se Zeitsclir. Bd. 26, S. 60, 
nnd zwar vS. 75 [1898]. 

') Ber. d. Deutsch, ehern. Ges. Bd. 27, vS. 3479 [1894]. 

') Proc. Chem. Soc. 1895, S. 46. 

h Ber. d. Deutsch, chem. Ges. Bd. 28, S. 1429 [1S95]. 



870 


R. WlIJySTÄTTKR und W. vSTKIBE 1,T: 


vSaazliefe, in wäßriger, mit Chloroform gesättigter Lösung auf Maltose keine Wirkung 
ausüben. Bei Anwendung anderer anästhesierender Mittel, wie Toluol und Thymol, 
gelang es indessen E. EisCiiKR, reichliche Malzzuckerspaltung (in 40 vStunden bei 33'') 
zu erzielen und dadurch die Annahme zu bestätigen, daß das Enzym schon in der 
lebenden Hefe existiert. H. v. Eui.p:r und S. Kuij.bkrg'» bestätigten diese Ergebnisse 
und bemerkten dazu: ,, Immerhin wird schon durch Zusatz von Toluol die Maltose- 
spaltung der lebenden Tiefe sehr stark herabgedrückt.“ 

Die Differenz zwischen dem Verhalten der Hefe bei Anwesenheit von Chloroform 
und von Toluol ist unerklärt geblieben. Es erscheint uns aber als eine Vorbedingung, 
um Methoden für die Bestimmung des Mal tasegeh altes von Hefen zu schaffen, daß 
diese Verhältnisse aufgeklärt werden, von denen Bk B'ischkiD sagt: ,,In der Tat sind 
die Erscheinungen sehr verwickelt, wenn die Hefe bei Gegenwart von Chloroform 
mit der Maltoselösung in Berührung bleibt.“ 

Nachdem wir erkannt hatten, daß zwischen vSaccharase und Maltase in bezug 
auf ihre B^xosniose [ins frischer Hefe in Wasser kein wesentlicher Unterschied besteht, 
lag es nahe anzunehmen, daß die Verhältnis.se bei der Maltosespaltung durch Hefe 
nur deshalb so kompliziert erscheinen, weil man weder der Enii)findlichkeit der Maltase 
gegen vSäuren noch [159] der Abhängigkeit ihrer Wirkung von der Reaktion des Me- 
diums genügend Rechnung getragen hat. In beiden Beziehungen lehrten die Unter- 
suchungen von L. IVliciiAEUvS und B. Rüna*) „Die Wirkungsbedingungen der Maltase 
aus Bierhefe“ kennen. Und doch ist die Erkenntnis S. B. L. Söri^NvSENsG von der 
Wichtigkeit des vSäuregrades für die enzymati.schcn Vorgänge nicht in ihrer vollen 
Tragweite diesem Gebiete zugute gekommen. Unsere Versuche liefern einen kleinen 
Beitrag zur Arbeit von SöRKNSEN über die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration bei biologischen Brozessen. Dabei handelt es sich nicht um die Einstellung 
einer günstigen Wasserstoff zahl in der wäßrigen Zuckerlösung; das vStörende ist hier 
die Erzeugung und die Wirkung von vSäure in der Hefezelle selbst. 

Der XT^rsuch von Morris täuscht. Bei der Abtötung der Hefe durch Chloroform 
setzt die Broduktion von »Säure in der Hefezelle ein und schafft in dieser ein für die 
Spaltung der Maltose ungünstiges Milieu. Der Unterschied zwischen Chloroform 
und Toluol beruht einfach darauf, daß die Säurebildung der Hefe bei Gegenwart 
von Toluol eine langsamere ist (siehe Abschnitt ITI). Wird aber das Byxperiment 
mit Chloroform bei Gegenwart geeigneter Buffer ausgeführt, so erfolgt reichliche 
Maltosespaltung. Der Buffergehalt der Zuckerlösung, den wir für Maltaselösungen 
am gün.stigsten gefunden hatten, ergibt in diesem Fall noch keine guten Resultate. 
Die in der wäßrigen Lösung eingestellte Reaktion erstreckt sich nicht ohne weiteres 
auf den Ort der Enzymwirkung. Durch reichlicheren Zusatz des Bhosphatgemisches 

Die.sf Zcitsdir. Ed. 73, S. 85, ()2 [n^ji]. 

^ ]k*r. d. Dcutscli. clieni. Ges. Bd. 28, »S. 1434 [i8(;5]. 

') Biochciii. ZcitsHir. Bd. 57, »S. 70 [1913]; Bd. 58, »S. 148 |i9f3J. 

*) Biodieni. Zoitsdir. Bd. 7, S. 45 (1007]; Bd. 21, »S. 131 (1909]; Bd. 22, 8. 352 [1909]; Jw- 
gd^nUse dur IMiy.siologie, licrawsgeg. von AsiiER und Spiro, Bd. 12, 8. 393 [1912]. 
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und noch weiter durch Anwendung einer etwas stärker alkalischen Phosphatmischuiig 
wird der Versuch so verbessert, daß die Hefe bei Gegenwart von Chloroform starke 
Maltosespaltung bewirkt. 

Diese Ergebnisse deuten schon an, daß das Ausbleiben der Maltosespaltung 
unter den Versuchsbedingungen von [160] Morris, rrsciiKR, v. Eut.kr nicht auf 
Zerstörung der Maltase durch die von der Hefe gebildete vSäure beruht, sondern auf 
zu hohem vSäuregrade am Reaktionsorte. Die Maltase ist viel mehr als andere Ivnzynic 
auf einen engen Bereich von Wasserstoffionenkonzentrationen angewiesen und dieser 
wird bei der vSäureproduktion der Hefe überschritten, während das optimale [H‘]-Oebiet 
des Invertins nicht dadurch gestört wird. Als 1 ,. Michaels und V. Rona‘ das Wir- 
kungsoptiniuni der Maltase bestimmten, fanden sie, daß zu beiden vSeiten desselben 
ein rapider Abfall der Wirkung eintritt. 

Bei (k'geiiwart von 0,5 e('in Cliloroforin wurde von 2.2 g frLselier Eöwenljränliefe in 100 eein 
5proz. Maltosehydratlösnng bei 30 ^ wenn kein Puffer zugegen war, in 400 Minuten keine Mal- 
tosespaltung bewirkt (beobaeblet nach Ab.stoppen mit '/^ Volumen j n-vSodalüsung bei 1 5 
'n Drehungsabiiahme 0,02"). 

Als die Flüssigkeit die gewöhnliche Menge Puffer, nämlich 10 eem eines hälftigen Gemisches 
i,2oproz. Na JIPO42II2O- und o,90proz. KIGPtb-Lösung enthielt, wurden in 30 Minuten 2,0%, 
in 90 ]\Iinuten <S,3'?o Maltose ges])alten (beobac'htet 10,67" bzw. 10,27"; Brehnngsabnahnie o,i G' 
bzw. 0,53"). 

Bei Verdoppelung die.ser Pufferinenge betrug die vSpaltung in 30 Minuten 3,5% (lieobaehtet 
10,58 ’; Drehungsabnahme 0,22"); 

bei 2ofacher Puffermenge und Ileralxsctzung der Chlorofornnnenge auf ein l'ünftel in 60 Mi- 
nuten 7,8% (beobachtet 10,30"; Drehung.sabiiahme 0,50 ). Aber l)ei Anwendung der lofaehcn 
IMeiige Putter und Kinstelhmg des Mischungsverhältnisses der Phosphate auf pu - 7,0 (6 eem 
sekundäres und 4 e('m ])riniäres Idiosphat) in 30 Minuten 14,1 %, in 90 Minuten 36,0% (beobachtet 
(j.oo" bzw. 8,50"; Drehungsabiiahme 0.90" i)zw. 2,30"); 

bei elienfalls lofaeher Putlenneiige und dem Misehungsverhältnis 7 : 3 entsprechend p]i 7,2 
in 30 Minuten 23,1 "o, in 90 Minuten 40,6% (beobachtet 9.32" bzw. 8,20"; Drehungsabnahme 
1,48" bzw. 2,60'’). 

II. Maltaselösungen aus frischer und aus getrockneter Hefe. 

Daß die Hefe bei Gegenwart von Chloroform die Maltose nicht spaltet, weil in der 
Zelle zu große Säurekonzeiitratioii auftritt, w'ird vollends dadurch bewdeseii, daß es 
auch ohne Neutralisation gelingt, aus Frischhefe bei Ainvcsenheit von Chloroform 
- wie übrigens auch von Toluol Maltaselösungen herzustellen. Wäre in der Hefe 
gemäß dem Experiment von [161] Morris die Maltase vernichtet, .so könnte sie natür- 
lich nicht .später ini wäßrigen Auszug reichlich gefunden werden. 

Die vSätire wird aus der Zelle langsam an das umgebende Wasser abgegeben, 
m das auch Älaltase übergeht. Ein solcher Auszug erwies sich zunächst als unwirksam 
gegen Malzzucker, auch auf Zusatz der üblichen Pufferinenge. 

Nach 5. ständigem Fxtrahiereii von i Teil Frlsehhefe mit G - Teilen \Va.s.ser bewirkten 10 eem 
txlrakt in 50 eem Ver.sndisflüssigkeit. enthaltend 2.5 g Malto.sehydrat und normale Pufferinenge, 
)ei 30 in Minuten keine Spaltung (beobachtet 10.80", Drehungsabnahme u"). 

Gennoch liegen in solchen Auszügen Malta.selösungen vor, die aber zu sauer sind. 
M erden sic neutralisiert und dann mit dem Puffer versetzt, so wirken sic auf Maltose. 

Bioehem. Zeitschr. Bd. 57, S. 70 [191 3]. 
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In dcinsclbcn Versuch wie oben wurde ein Teil des Kxtrakts nach dem Filtrieren mit Am- 
moniak neutralisiert. Dann ergab die Prüfung unter gleichen Umständen wie zuvor eine deutliche 
Drehung.sabnahme (beobachtet 10,73“, Drehung.sabnahme 0,07 °). 

In einem andern Versuch wurde nach 24stündigeni Ausziehen der liefe mit Chloroform- 
wasser abfiltriert und mit Ammoniak neutralisiert. Dann ergab die Prüfung mit derselben Fx- 
traktmeiige bei gleichem Pufferzusatz in 50 Minuten eine vSpaltimg von 37,5 % (beobachtet 8,40°, 
Abnahme 2,40“). 

Allerdings enthält die Flüssigkeit nur eiiicii Teil derjenigen Ausbeute, die unser 
NeutralisationsverfahreiF unter sonst gleichen Umständen liefert. 

Ilefeauszug von 15 Stunden ohne Neutralisieren; nach dem Filtrieren neutralisiert; 10 ccm 
(entspr. 75 bis 81 g Trockenhefe) mit der gewöhnlichen Puffermeiige versetzt und in 50 ccm unter 
\'ersuchsbe(lingungen wie oben bei 30“ geprüft. In 50 Minuten betrug die Spaltung der Maltose 
45,3% (beobachtet 7,90“, Abnahme 2,90°), woraus .sich gemäß uirserer empirischen Kurve^ für 
den Fxtrakt der Zeitwert 58 Minuten berechnet. 

Ilefeauszug von 24 vStunden unter Neutralisieren gleichzeitig aus der gleichen Hefe; 10 ccm 
(entspr. 100 bis ii6g Trockenhefe) ergaben in 20 Minuten 39,8“ Maltose.spaltiing (beobachtet 
8,25“, Abnahme 2,55“); Zeitwert 29 Minuten. 

Der ohne Neutralisieren dargestellte Hefeauszug enthielt also 50% von der Maltase des 
Neutralextraktes. Und das \'erhältnis ist bei den hier gewählten Zeiten das günstigste. Nach 
weiteren 9 Stunden Extrahieren ohne Neutralisation ergal) sich in 40 ^linuten nur 37,5% Mal- 
tosespaltung (beobachtet 8.30“. Abnahme 2.40“). daher Zeitwert 73 Minuten. 

[162] Beim Ausziehen getrockneter Hefe mit Wasser ohne Neutralisieren stört die 
auftretende Säure viel weniger als bei frischer. Denn sie geht rasch in die wäßrige 
Flüssigkeit über und wird dadurch sehr verdünnt. vSo erklärt cs sich, daß es beim Ver- 
arbeiten von Trockenhefe unwichtig ist, den entstehenden Auszug zu neutralisieren 
oder ihn, wie Croft Hilf') vorschreibt, mit o,iproz. Natronlauge zu bereiten. 

Zwei Auszüge wurden aus gleichen Mengen derselben Trockenhefe darge.stellt, a) mit Tohiol- 
wasser, b) unter Neutralisieren; 10 ccm Extrakt a bewirkten in 30 ^linuten 46,5% Maltose- 
.spaltung (beobachtet 7.82°, Abnahme 2,98“), Zeitwert 36 Minuten. 10 ccm Extrakt b, die in- 
lolge der \olunivermehrung l)eini Neutralisieren nur 9,1 ccm des Auszugs a entsprachen, er- 
gaben in 30 IMinuten 48,4% Malto.se.spaltung (l)eobachtet 7,7a“, Abnahme 340“), Zeitwert 30 Mi- 
nuten. 

Vergleicht man die bei der Verarbeitung frischer und trockener Hefe auftretende 
vSäure, so findet man nach der Indicatoreiimethode von vSörknskn die Wasserstoff- 
zahl nicht erheblich verschieden (beobachtet etwa 6,2) und die vSäurenienge zwar 
bei der Frischhefc größer, aber nicht viel größer als bei Trockenhefe. 

88 g frische Hefe erforderten in 24 Stunden zur Neutralisation 27,2 ccm i proz. Ammoniak, 
20 g 'Iroekeiihefc (aus 88 g derselben frischen Hefe erhalten) erforderten 21,0 ccm i proz. Am- 
moniak. 

Da beim Ausziehen trockener Hefe mit Wasser fast ebensoviel Maltase gefunden 
wird wie nach dem Neutralisationsverfahren, so i.st nicht die in der Eösung vorhandene 
Säure in dem Maße der Maltase .schädlich, wie man nach dem Vergleich der wäßrigen 
Extrakte frischer Hefe mit und ohne Neutralisieren erwarten sollte. Daher ist die 
Differenz zwischen den bei Gegenwart antiseptischer ^Mittel erhaltenen Auszügen 
frischer Hefe mit und ohne Neutralisieren darauf zurückzuführen, daß die in der Zelle 
auftretende vSäure da.selbst nicht allein, was im ersten Abschnitt betont wurde, hem- 

’ Dk-c Zcitschr. Bd. 110, S. 236 [1920]. ' Dic.se Zcitschr. Bd. 1 10, vS. 237 [1920]. 

') Journ. Chem. Soc. Bd. 73, 8. 634 [1898]. 
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mend, sondern außerdem auch zerstörend wirkt. Allerdings muß erwähnt werden, 
daß die nicht neutralisierten Auszüge aus trockener Hefe viel haltbarer sind als die 
aus frischer Hefe. Sie sind reicher an Beglcitstoffen, die schützend wirken. 

[163] Das Neutralisationsverfahren zur Gewinnung von Maltasc aus Frischliefc wird 
daher noch verbessert, wenn man durch Verflü.ssigung der Hefe mittels Chloroform 
beschleunigte Bildung und Abwanderung der Säure herbeiführt und dann nach Neu- 
tralisieren der entstandenen und unter zeitweiligem Neutralisieren der weiter auf- 
tretenden Säure die Maltaselösungen fertig.stellt. Über die Extrakte, die mit Ver- 
flüssigung und Neutralisieren gewonnen werden, soll eine folgende Arbeit genauere 
Angaben mitteilen. 


III. Bestimmung in frischer Hefe. 

Die Wirkung der frischen Hefe auf Maltose bei Gegenwart abtötender Mittel 
gibt noch kein Maß für ihren Malta.scgehalt. Fürs erste sind die ]\faltasezeitwertc, 
die sich für die Hefe bei verschiedenen Fufferzusätzcii und bei einem bestimmten 
Pufferzusatz für verschiedene Versuchsdauer ergeben, nicht durchwegs konstant 
(s. die Tabelle). Das Optimum wird bei diesen Versuchen mit Chloroform gefun- 
den beim Zehnfachen der in der Zeitwertdefinition vorgeschlagenen Puffcrniengc unter 
Verschiebung des Mischungsverhältnisses der Phosphate auf — 7,2. Dafür sind 
in 50 ccm Versuchsflüssigkeit erforderlich: 

420 mg Na2HP04 • 2 HjO 

(d. i. 7,0 ccm einer 6,0})roz. J.ösung von Na2HP04 • 2 H; 0 ), 

135 mg KH2PO4 (d. i. 3,0 ccm einer 4,5 proz. Lösung von KH2P04). 

Die enzymatische Wirkung der Hefe ist unter diesen Umständen ferner von 
dem abtötenden Mittel, z. B. Chloroform oder Toluol, in merkwürdigem Maße ab- 
hängig, wie die in der folgenden Tabelle angeführten Versuche (Nr. 4, 5, 6) zeigen. 
Für den Vergleich sind von den Versuchen mit Toluol besonders diejenigen heran- 
zuziehen, bei denen der dafür optimale Pufferzusatz, nämhch die Phosphatmischung 
der Zeitwertdefinition, aber in lofacher Menge, angewandte wurde. 

Bei Gegenwart von Toluol sind die Werte der Maltosespaltung im allgemeinen 
niedriger als mit Chloroform. Ks kommt aber vor, daß in kurzer Wrsuchsdauer der 
Zeitwert [165] der Hefe bei Anwendung von Toluol günstiger ausfällt als mit Chloro- 
form und daß sich erst bei längerer Versudiszeit das Verhältnis umkebrt. Die Säure- 
abgabe ist bei der Einwirkung von Chloroform auf den Hefepilz eine raschere, und 
es scheint dann leichter zu sein, mit Pufferzusatz nach einiger Zeit eine geeignete 
und gleichbleibende Wasserstoffioiienkonzentration in der Zelle für die Dauer einzu- 
stellen als bei der langsamen Säureproduktion der Hefe bei Gegenwart von Toluol. 
Hier genügt der zu Anfang günstige Puffer bei längerer Versuchsdauer nicht mehr 
für die Säure am Reaktionsorte. Wenn man in dem Wasser, worin die Hefe aufge- 
schlänimt ist, die aus ihr herausdiffundierende Säure mit Ammoniak titriert, so findet 
man bei der raschen Einwirkung des Chloroforms auf die Hefe in dem umgebenden 
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[164] Mallascwirkung der frischen liefe mit Chloroform und Toluol uiiler 
Aiiweiidnng von Puffern. 

1,1 g Hefe auf 5000111 Versuelisflüssigkeil ; 5proz. Maltose; 30°. 




Puffer 1 
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(Minuten) 
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.'ihuahmc 
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spaltunK 

(%) 

Zeit weil 
, (Minuten) 

Nf. 

Ahtötciulcs MiUcl (o,;5 ccm auf 50 ccm 
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80 
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87 
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- 
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1 30 
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3 

Chloroform 

7 

3 
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.S,, 

1 I 
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7 



; 1,50 

' 2.50 

30.0 

39 
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Chloroform 

14 

6 

1 

1,50 
‘ 2,45 

-^ 3-5 

38,3 

3 ^^ 

37 

4 

Toluol 

5 

5 

80 

i 0,55 

8,0 



Toluol 

() 

4 

80 

1 0.55 

8,6 

— 


Chloroform 

7 

3 

80 

! 1,30 

20,3 
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5 

Toluol 

5 

5 

60 

1.25 

19.5 

1 20 


Toluol 

7 

.1 

f)0 

0,5 5 

8,() 



Chloroform 

7 

1 3 

( K ) 

i 1-75 

27,4 
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1 3 ^’ 

' 0,30 

4-7 

— 

6 

'loluol 

5 

5 

1 100 

i 0,00 

14,0 

280 




i 

[ 

1 1.^5 

19.5 

320 




i 

[ 3 G 

i 0,10 

1.6 

— 


Chloroform 

7 

i 

1 100 

' 

14.8 

260 




1 

1 

1 

■ J .75 

^7.3 

160 


Wasser frühzeitig einen großen Teil der überhauj)! entstehenden vSänre; die Phidwerte 
aber sind mit Chloroform und Toluol ähnlich, sogar bei letzterem hoher. 

Je 55 g frische Hefe wurden mit je 500 ccm Wa.sser und <S ccm Chloroform b/.w. loluol au- 
geschüttelt. iS'ach 30 Minuten wie.seii Proben der mit Klärerde filtrierten Lösungen, nach der 
Indicatorenmethode mittels Methylrot geprüft, pu -- 6,3 auf, zwei weitere nach 0 Stunden 
entnonimene Prolien ebenfalls übereinstimmend pu - ö.o. Zur Neutralisation verbrauchten 
aber nach 60 Minuten je 80% der V'ersuchsflü.ssigkeit mit Chloroform 5,400111, derjenigen mit 
'i'oluol nur 0,5 c('m i proz. Ainmoniak. 

In einem anderen V'er.siich (mit je 8<S g Hefe und 132 ccm Wasser unter Zusatz von 5 ccm 
Chloroform bzw. Toluol) waireii zur Neutraiisatioii erforderlich bei Chloroform nach 20 Minuten 
bereits 11,2, nach 30 Minuten weitere 3,0, nach 45 Minuten 1- 4,2, nach 80 ^Minuten i i,b, im 
ganzen 20,0 ccm i proz. Ammoniak. Weitere vSäure wurde nicht mehr gebildet. Bei loluol wurden 
nach 50 ^Minuten erst 1,7 eem, nach 65 Minuten weitere 2,1 . nach 80 Minuten f 1,0 ccm 1 proz. 
Aninioniak verbrauclit, der 20. ccm aber erst am Phide der vierten Stunde. Nach 7 Stunden 
war die Broduktion von Säure naeh Verbrauch von 23,8 ccm 1 proz. Ammoniak beendet. 

Das Ziel dieser Versuche mit frischer Hefe war die quantitative Bestimmung 
ihrer Maltasewirkung nach dem Vorbild der vSaccharasebestimmung von H. von Eui.kr 
und seinen vSchüleriH. Diese Absicht wird mit der bisherigen [166] Versuchsanordnung, 

‘ H. V. UuBKR und S. KtibIvBKRO, Die.se Zeitschr. Bd. 71. vS. 14, und zwar S. 20 [191 1] und 
Bd. 73, S. 85, und zwar S. 93 [191 ij. — H. V. IWüKR und 0 . Svanbkrg, Diese Zeitschr. Bd. 105, 
S. 187, und zwar S. 194 (1919J und Bd. 106, vS. 201, und zwar vS. 214 [1919]. 
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nämlich mit der von Morris und von E. Fischrr, nicht errciclit auch bei Anwendung 
eines Puffers, der viel stärker alkalisch ist als der Wirkungsbereich der Maltase. Die 
Bedingungen für die enzymatische Reaktion sollten gleichmäßiger sein, das Eindringen 
des Puffers zur Einstellung des günstigen Milieus am Reaktioiisorte verbessert werden. 
Pane entscheidende Verbesserung besteht darin, daß man zuerst rasche Wrflüssigung 
der Hefe bewirkt, die Säurebildung und Säureabgabe der Hefe also auf einen kurzen 
Zeitraum zusaminendrängt, und dann erst verdünnt, neutralisiert und den Phos- 
phatpuffer hinzufügt. Vom Experiment E. Fisciikrs, das bei Gegenwart von Toluol 
die Reaktion der frischen Hefe auf Malzzucker erzielte, unterscheidet sich das \T‘r- 
fahren, das zur quantitativen Bestimmung dieser Hefewirkung dient, in drei Punkten; 
rasche Verflüssigung der Hefe, Neutralisation der gebildeten Säure, Einstellung der 
für die Maltase günstigen Wasserstoffzahl im Sinne von Sökknskn und Miciiaeijs. 

Unter den abtötenden Mitteln ist Toluol wegen seiner zu langsamen Wirkung 
unanwendbar. Chloroform ist niclit das günstigste, weil das Ergebnis zu stark von seiner 
Menge abhängt und die optimale Menge sehr niedrig liegt, so daß leicht Differenzen 
Vorkommen können. Am geeignetsten ist Ivssigestcr. Audi hier ist ein Einfluß der 
Menge auf die Maltasewirkung deutlich, aber er ist nicht so groß. Dieser Einfluß 
der zu großen Menge organischer Uösungsmittel besteht in einer Erschwerung des 
Stoffaustausches zwischen der wäßrigen J,ösung und der Hefezelle, die zwar nicht 
mehr unversehrt ist, in der aber die Malta.se noch verankert ist. 

liinfluß der Cliloroforiiinienge. 

11 g Hefe wurden durch Wrriilireii mit 2,5 ccm Chloroform in lo ^Minuten verflüssigt; nach 
der Neutralisation bewirkten io?o davon in 50 ccm 2,5proz. Malto.sehydratlüsniig bei (. '.egenwart 
der in der Zeitwertdefiniton vorge.scbriebeiien Puffermeiige bei in 120 Hinuten 41,.}% Hab 
to.sc.spaltung {Drehung.sabnahnie 2,6V'. Zeitwert 47 Minuten), jedoch unter sonst gleichen Be- 
dingungen nur 30,5% vSpaltung {Dreliung.sabnahnie 1,05 Zeitwert (y2 Minuten), wenn während 
der Maltüsespaltung weitere 0,5 ccm Chloroform zugegen waren. 

[167] Je II g Hefe wurden a) mit 2,3, b) mit 5,0 und c) ebenfalls mit 5,0 ccm Chloroform ver- 
llüs.sigt. Nach der Neutralisation bewirkten dann je 20% der drei Auf.sclilämmnngen, von denen 

a) und b) bei (regenwart der normalen, c) aber bei ('.egenwart der fünffachen Puffermeiige zur 
Wirkung gelangten, in icx) ccm Versuchsnii.s.sigkeit 

a) in 40 Minuten 23,4%, in 110 Minuten 38,2% Malto.sespaltung (Drehung.sabnahnie: 1,50 

bzw. 2,45 Zeitwert 54 Minuten bzw. 51 Minuten), 

b) in 40 Minuten 13,3%, in 1 10 Minuten 23,()% vSpaltung (Drehung.sabnalmie: 0,83"' bzw. 

1,53”, Zeitwert 115 Minuten bzw. 144 Minuten), 

c) in 40 IMinuteii 17,2%, in 110 Minuten 27,8% vSpaltung (Drehung.sabnahme: 1,10"’ bzw. 

1,78 Zeitwert 89 IMinuten bzw. 102 Minuten). 

Alle folgenden Versuche sind au.sgeführt unter Zu.satz der normalen Phosphatmischung in 
doppelter Menge (d. li. (>0 mg Na.HPO^ • 2 lUO und 45 mg KHd^Ü4 in 50 ci'in Wrsnehs- 
flüssigkeit). 

je iT g Hefe wurden a) mit 0,5, b) mit i.o und c) mit 2,0 ccm Chloroform verflüssigt. 
Je 10% der neutralisierten HefeeniuLsionen bewirkten dann in 50 ccm Flüssigkeit in 50 Minuten: 
‘Ö 3 . 1 .*^%, b) 30,9% und c) 21,8 ”0 Maltü.se.spaltung (Drehungsabnahnie: a) 2.13 \ b) 1,98 
b 4 (PT Zeitwert: a) 32 Minuten, b) 37 Älinuteii, c) 77 Minuten). 

lUnfluß der Menge von Fssigester. 

Nach der Verflüssigung mit i, 2 und 3 ccm Ivssigester bewirkten je 10% von je ii g Hefe 
m 50 ccm Versuclisflüs.sigkeit in 40 Minnteii: 27,8%, 26,2 und 25,7 "o vSpaltung (Dreiiungs- 
abnahnie: 1,78", 1,68°, 1,65^; Zeitwert: 38 Minuten, 42 ^rinuten, 44 Minuten). 
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Bei Verwendung von 0,5, 1 und 2 ccni Esvsigcster auf je 11 g Hefe bewirkten gleiche Ilefe- 
niengen in 60 Minuten 20,0%, 32,4% und 31,3% Maltosespaltung {Drehungsabnahme: 1,38'', 
2,08 “ und 2,00° ; Zeitwert 1 1 1 IMinuten, 40 Minuten und 43 Minuten) und in 95 Minuten — , 39,0 % 
und 37,5 % Spaltung (Drehungsabnahnie: — , 2,50° und 2,40°; Zeitwert: — , 42 Minuten, 46 Mi- 
nuten). 


Vergleich der Maltasewirkung mit Chloroform und Essigester. 

Zwei Proben von je 11 g der gleichen Hefe wurden mit 0.5 ccm Chloroform bzw. i ccm 
H.ssigester verflüssigt und nentralLsiert. Je 20% dieser Mengen bewirkten in 100 ccm Versuchs- 
flüssigkeit im Chloroform versuch in 61 Minuten 34,7 %, in 1 14 Minuten 46,8 % vSpaltung (Drehungs- 
abnahme: 2,22“ bzw. 3,00"), woraus sich der Zeitwert zu 35 bzw. 33 berechnet, und im Versuch 
mit Essigester in 61 IMinuten 35,0%, in 114 Minuten 46,8% Spaltung (Drelmng.sabnahmc 2,30" 
bzw. 3.00°), Zeitwert aus beiden Beobachtungen 33. 

B'ür zwei Proben einer anderen Hefe, die ebenfalls mit 0.5 ccm Chloroform bzw. r ccm Essig- 
ester verflüssigt wurden, von denen aber während der Spaltungsreaktion die doppelten Mengen 
wie bisher, entsprechend 4,4 g Hefe auf 100 ccm Ver.suchsflüssigkeit, zur Anwendung kamen, 
betrug die [168] Maltose.spaltung nach 61 Minuten im Chloroformversuch 37,3 %, im Versuch mit 
Essigester 36,9 (Drelmngsabnahme 2,39 bzw. 2,36°; Zeitwert 60 Minuten bzw. 62 Minuten). 

Aus diesen Vcrsiiclien ergibt sich für die Maltasebcstimmimg folgendes Ver- 
fahren : 

II g‘ Hefe werden ini Becherglas mit i ccm Essigester versetzt und mit einem 
Glasstab 4 bis 6 Minuten lang verrieben, bis die Verflüs-sigung vollständig geworden. 
Darauf wird die Hefe mit 20 ccm Was.ser durchgerührt und alsbald tropfenweise mit 
“/io Ammoniak unter stetigem Rühren bis zur neutralen Reaktion versetzt, die man 
durch Tüpfeln auf hellblaues Eackmuspapier mit Vergleichsproben von destilliertem 
Wasser feststellt ; erforderlich waren 7 bis 9 ccm. Man wartet 10 Minuten und 
vervollständigt, wenn es nötig i.st, die Neutralisation, wozu nochmals bis 1,5 ccm 
’ 7 io-Ammoniak erforderlich sein können. Die Hefesuspension wird nun in einen 50 ccm- 
Meßkolben übergeführt, der knapp dafür ausreicht. Zum Versuche entnehmen wir 
nach sorgfältigem Umsehütteln mit der Pipette 20 ccm, zweckmäßig nicht mehr, 
die mit 5,0 g wasserhaltiger Maltose und dem Puffer- (120 mg Na2HP04 • 2 lEO 
+ 90 mg KH2PO4) ohne weiteren Zusatz eines antiseptischen Mittels auf 100 ccm 
gebracht werden. Messungen werden in zwei Intervallen ausgeführt, und zwar so, 
daß eine der Beobachtungen möglichst in die Nähe von 50% Maltosespaltung führt, 
z. B. mit 40 und 80 Minuten Versuchszeit. 

Beispiel: Hefe der Eöwenbrauerei in München, 28. VII. 20. Die Maltosespaltung 
mit den Proben von ^/5 aus ii g ergab bei 30° in 60 Minuten 2,73° Drehungsabnahme 
entsprechend 42,6% Maltosespaltung und dem Minutenwert 43, in 86 Minuten 3,20° 
Drehungsabnahnie entsprechend 50,0% vSpaltung und dem Minutenwert 43. 

Auf Grund dieser Bestimmung in der frischen Hefe wird man die Ausbeute an 
VIalta.se bei der Verarbeitung frischer [169] und trockener Hefe verfolgen. Die wenigen 
bisherigen Beobachtungen, die nur die Bedeutung von Beispielen haben, zeigen, daß 


' Dic.se Menge, die 2,5 g Trockenhefe entspricht, ist .so gewählt, daß das Ergebnis durch 
Division mit 2 auf die in der Zeitwertdefinitioii vorgeschriebene Menge (i g) Trockenlicfe zurück- 
geführt wird. 

* Für die Hefe i.st die Malta.sc-Zeitwertdefinition (Die.se Zeitschr. Bd. iio, S. 238) dahin ab- 
geändert, daß die angegebene Puffermenge verdoppelt ist. 
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sich der größte Teil der Maltase aus der frischen Hefe gewinnen läßt. Es kommt 
auch vor, daß der Extrakt mehr Maltase als die Erischhefe enthält, aber darauf soll 
erst eingegangeu werden, wenn größeres Versuchsmaterial vorliegt. 

Frische Hefe der Eöweiibrauerei (15. VH.) ergab den Zeitwert 33, der nach dem 
Neutralisationsverfahren in 24 vStunden gewonnene Auszug den Zeitwert 38 Minuten 
entsprechend 87% Ausbeute. 

Frische Hefe der Eöweiibrauerei (23. VII.) ergab den Zeitwert 63, der unter 
Neutralisieren in 24 Stunden bereitete Auszug den Zeitwert 54 Minuten entsprechend 
117% Ausbeute. 

Die Bestimmungsmethode wird ferner anzuwenden sein, um die Hefe der Brenne- 
reien und Brauereien hinsichtlich ihrer maltosespaltenden Kraft (piantitativ zu |)rüfen, 
während man bisher nur ihre rohrznckerspaltende Wirkung aus zahlreichen Angaben 
namentlich von Euler und seinen Mitarbeitern kannte. Um die Wirkung der liefe 
auf die beiden Biosen zu vergleichen, ist es nötig, das Invertin in diesem besonderen 
Falle mit einem anderen Maße als dem von C. O’Si^Li.iv.VN und F. W. Tompson' 
und von EulER^ angegebenen zu messen. Anstatt die Saccharase durch die Zeit in 
Minuten zu definieren, die 0,05 g Präparat brauchen, um bei 15,5° 4 g Rohrzucker 
in 25 ccm Lösung zu 75,75% zu spalten, bestimmen wir mit der lofachen Menge 
von trockener Hefe oder Fräparat (0,5 g in 25 ccm) bei 30 mit einer J,ösung von nur 
1,1875 g Rohrzucker (entsprechend 1,25 g Maltosehydrat) die Zeit in Minuten bis 
zur vSpaltung von 50%. Diese Angabe soll als ,, Vergleichszeit wert“ für vSaccharase 
bezeichnet werden. Für den Vergleich wirkt also ein und dieselbe Menge Hefe in dem 
nämlichen Volumen Lösung bei gleicher Temperatur auf gleiche Mengen Malzzucker und 
Rohrzucker ein, nur mit der [170] Besonderheit, daß für Maltase = 6,8, für Saccha- 
rase = 4,5 eingestellt wird. Einen solchen Vergleich haben H. v. Euler und 
S, Kueeberc^) in vorläufiger Weise angcstellt und die relative Reaktionsgeschwindig- 
keit in 8proz. Zuckerlö.sung für Maltase — i (bis 2) und für Bierhefeinvertin = 170 
angegeben. 

Wir fanden mit einer Münchener Brauereiliefe, daß für die Spaltung der Maltose 
18 mal mehr Zeit erforderlich war wie für die des Rohrzuckers. Und in einem unter 
Neutralisation dargestellten wäßrigen Auszug der frischen Brauereihefe betrug das 
Verhältnis zwischen Maltose- und Saccharosespaltimg 1:30. 

Beispiele: i. Hefe der Löwenbrauerei, 13. VII. a) Maltasebcstimmung. Mit 
2,2 g Hefe in 100 ccm in 60 Minuten 2,40'' Drehungsabnahme entsprechend 37,5“.) 
Spaltung und dem Zeitwert 29 Minuten. 

b) Saccharasebestimmung. Angewandt 0,55 g Hefe mit 4,75 g Rohrzucker unter 
Zusatz von 2 ccm 20proz. NaHzBOrLösuiig in 100 ccm. Nach 30 Minuten betrug 

' Journ, Chem. 80c. Bd. 57, S. 834, und zwar 8. 866 [1890]. 

* H. v. FulER, F. FindbkrG und K. MEEANDER, Diese Zeitsehr, Bd. 69, 8. 152. 157 [1910J; 
H. v. Fueer und 8. Kueeberg, Diese Zeitscln. Bd. 73, 8. 335 [191 1]; H- v. 1 \ueER und 0 . 8vax- 
berg, Diese Zcitschr. Bd. 107, 8. 269 [1919]- 

L Diese Zcitschr. Bd. 73, vS. 85, und zwar vS. 96 [1911]. 
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die Drehungsabnahnie 3,76" entsprechend 54,8% v^paltung. vSaccharasevergleichs- 
zeitwert 1,62 Minuten. 

2. Auszug aus der Hefe der Höwenbrauerei vom 15. VII. nach dem Neutralisations- 
verfahren. (Volumvermehrung beim Neutralisieren 14,7%.) 

a) Maltasebestimmung. Mit 20 ccm Extrakt in 100 ccm wurden in 18 Minuten 
2,15'' Drchungsabnahnie entsprechend 33,6% Maltosespaltung gefunden. Zeitwert 
39 Minuten. 

b) vSaccharasebestimmung. Mit 1,25 ccm Extrakt in 100 ccm wurden in 25 Minuten 
3,51° Drehungsabnahme entsprechend 51,2% Rohrzuckerspaltimg gefunden. Saccha- 
rasevergleich.swert 1,30 Minuten. 
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63. ÜBER DIE GÄRWIRKUNG MALTASEARMER HEFEN. 

Von Richard Willstätter imd Werner Steibelt. 

Vierte Mitteilniig über Maltase*. 

(Aus dem chemischen TAaboratoriiim der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

Mil 8 Abbildungen. 

(Der Redaktion zugegangeii am j. ]\Iai IQ21.) 

I. Gehalt von ober- und untergärigen Hefen an Invertin und Maltase. 

Zur Verschiedenheit von Invertin und Maltase. 

Als Kmib Fischer* kurze Zeit nach C. J. Lintner* die Hydrolyse der Maltose 
durch Hefeauszüge beobachtete, betraelitete er sie zunächst als eine Wirkung des 
InvcrtinlB. Für die Annahme eines spezifischen, auf Maltose wirkenden Knzyms ent- 
schied sich Fischer^ etwas später hauptsächlich auf Grund des Umstands, „daß 
beim Auslaugen der frischen Hefe mit Wasser . . . nur das Enzym in Lösung geht, 
welches den Rohrzucker spaltet“. Dieses Argument für die Verschiedenheit von 
Invertin und Maltase ist hinfällig geworden. Es gelingt auch aus ungetroekneter Hefe, 
z. B. bei Anwesenheit von Chloroform oder Toluol, Maltaselösungen herzustellen h 
Diese Auszüge sind zu .stark sauer, als daß sie ohne weiteres die Maltasewirkmig ent- 
falten könnten. Aber [212] sie spalten die Maltose, wenn sie neutralisiert und mit 
dem geeigneten Puffer entsprechend = 6,8 versetzt werden. 

Auch die Verschiedenheit der optimalen Wasscrtsoffioncnkonzentraticni für In- 
vertin und Maltase, die L. Miciiaeeis und P. Rona*) festgestellt haben, ließe sich mit 

* Die HI. Abhandlung dieser Reihe ,,über die Verschiedenheit von Mallase und y-Gluco- 
sidase“ ist in den Abschnitt VIII eini^ercihl {Nr. 75). 

* Ber. d, deutsch, chem. Ges. Bd. 27. S. 2985 [1894]; Bd. 27. S. 3.}79 [1894] and Bd. j8, 
b. 1429 [1895]. 

* Zeitschr. f. gcs. Brauwe.sen 1892, S. 106; C. J. Eintner und L. KröhKr, Bcr. d. deutscli. 
ehern. Ges. Bd. 28, vS. 1050 [1895]. 

^ Ber. d. deutsch, chem. Gcs. Bd. 27, vS. 3479 [1894]. 

R. WinnsTÄTTKR, G. OlTKNIIKIMKR lind W. vSTEinKi.T, Diese Zeitsclir. Bd. 110, vS. 232 
[1920]; R. WinnsTÄTTKR und W. vSteibeeT, I)ie.se Zeitschr. Bd. m, vS. 157 [1920], und zwar 
S. 160. 

') Biochem. Zeitschr. Bd. 57, S. 70 [1913]. 
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der Vorstellung gut in Kinklaiig bringen, daß ein und dasselbe Knzyni unter ver- 
schiedenen Reaktionsverhältnissen die beiden Biosen angreife. Dagegen ist die un- 
gleiche Beständigkeit von Invertin und Maltase, sei es gegen vSäure^ oder beim Fällen 
der Präparate mit Alkohol h nicht wohl vom Standpunkt ihrer Identität zu ver- 
stehen. 

Die Verschiedenheit von Saccharase und Maltase wird durch das weit differierende 
Verhältnis, in dem die beiden Enzyme in verschiedenen Hefen auftreten, außer Zweifel 
gestellt. Diesen Gedanken hat schon E. FisciiER'^ in seiner zusammenfassenden Ab- 
handlung , .Bedeutung der Stereochemie für die Physiologie"' angedeutet, indem er 
von einzelnen Hefearten sprach, welche Invertin enthalten, in denen aber das maltose- 
spaltende Enzym fehlt und umgekehrt (Saccharomyces Marxianus maltasehaltig, 
Schizosaccharomyces octosporus invertinhaltig 5 ). Wenn es sich freilich nur um ver- 
einzelte Hefearten handelt, ist diese vSchlußfolgerung nicht einwandfrei, wie ja 
PhscHKR auch die ganz analoge P'olgerung der Verschiedenheit von Maltase 
und a-Glucosidase ablehnte. Es wird aber im folgenden gezeigt, daß auch 
in den gewöhnlichen Hefen der Gehalt an Invertin und Maltase nicht Hand 
in Hand geht. 

Die Ausbildung spezifischer Hefeenzyme zur Hydrolyse der einzelnen zusammen- 
gesetzten Zucker kann mit verschiedenen Vonstellungen erklärt werden. Es ist mög- 
lich, daß die Saccharase, Malta.se, -Gluco.sida.se, Eactase, Melibiase, Raffinase 
[213] und viele andere nebeneinander existieren und in getrennten Enzyinrnoleküleii 
bestehen. Dann werden diese Enzyme sich aus derselben Grundsubstanz zusammen- 
setzen, die ähnliche, aber nicht identische wirksame Gruppen trägt, Schlüssel mit 
gleichartigen Griffen und verschiedenen Bärten. 

Es ist andererseits auch möglich, daß an ein und derselben Grundsubstanz, an 
deren Molekül die für die einzelnen Enzymreaktionen erforderlichen, von einander 
verschiedenen wirksamen Gruppen aiisgebildet werden, mehrere von diesen auf- 
treten, einzeln oder in größerer Zahl ausgebildet werden, einzeln oder in größerer 
Zahl der Zerstörung anheimfallen. Das einfachste Modell für diese Vorstellung ist ein 
Doppelschlüssel, aus einem Griff bestehend, der an jedem Ende einen Bart trägt. 
Jeder von die.sen Bärten kann wachsen, verkümmern, zerstört werden; ebenso kann 
der Grundkörper zahlreiche Bärte tragen. 

Maltasearnie Brennereihefen. 

In diesem Abschnitt unserer Arbeit prüfen wir die Invertin- und Maltasegehalte 
verschiedener Brauerei- und Brennereihefen. Eine Absicht, die wir in dieser Unter- 
suchung verfolgen, ist die Prüfung, ob in der Praxis die Hefen ausgewählt worden sind, 

' L. Miciiaklis und P. Rona, a, a. 0. 

3 P'. Röiimann, Rer, d. deutsch, cheiii. Ge.s, Bd. 27, 8. 3251 [1894]. 

Die.se Zeitsehr. Bd. 26, 8. 60 [1898], und zwar 8, 73. 

5 E. Fischer und P. Dindner, Ber. der deutsch, ehern. Ges. Bd. 28, 8. 984 [1895]. 
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welche mit den zuckerspaltendeii Tuizymen ausgerüstet sind, die sie nach der herrschen- 
den Theorie für die ihnen zukommende Aufgabe brauchen. Darauf ergibt sicli die 
Antwort, daß unsere Brauereien mit Hefen von geeigneter enzymatischer Ausrü.stung 
arbeiten, daß aber unsere im großen Maßstab angewandten Brennereihefeii einen merk- 
würdigen Mangel an dem Knzym aufweisen, das für sie nach der bisherigen Anschau- 
ung unentbehrlich sein sollte. Alle, die Brauerei- und Brennereihefen, führen einen 
außerordentlichen Ballast von unnötigen Enzymen mit. 

Um die Wirkung der Hefen auf vSaccharose und auf Maltose zu vergleiehen, be- 
stimmen wir beide Reaktionen mit demselben Maße und nur mit dem Unter.schiede, 
daß für vSaccharase /)„ = 4,5, für Maltase /)„ = 6,8 eingestellt wird'. Die [214] In- 
vertinwirkung wird hier also nicht mit dem von C. OlSubbiVAN und I'. W. Tompson 
und von H. v. Kulkr eingeführten Zeitwert') gekennzeichnet, der sich auf die Hydro- 
lyse von 25 ccm i6proz. Rohrzuckerlösung durch 0,05 g Hefe bei 15,5° bezieht, sondern 
sic wird unter den Bedingungen der Maltosespaltung mit dem ,,Vergleichszcitwert“ 
gemessen, d. i. durch die Hydrolyse von 25 ccm 4,75 proz. Rohrzuckerlösung mittels 
0,5 g trockener Hefe bei 30°. 

Aus mehreren Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten ergeben sich etwas 
differierende Zahlen der Invertin-Vergleichszeitwerte, was darauf beruhen dürfte, 
daß der Verlauf der Rohrzuckerinversion unter diesen Bedingungen weniger genau 
als bei 15,5" von OISi/llivan und TomPvSON aufgestellten logarithmischen Kurve 
ent.spricht. 

Die zur Analyse dienenden untergärigen Brauereihefen verdankten wir den Be- 
trieben der Aktienbrauerei zum J^öwenbräu, der Brauerei zum vSpaten, der Brauerei 
0 . Bschorr (Pschorrbräu) und des Hofbräuhauses. Außerdem zogen wir eine Rein- 
kultur von Frohberg-Unterhefc zum Vergleich heran, die uns durch die Freundlich- 
keit des Herrn Privatdozenten Dr. H. UtuCRS, Direktors der wissenschaftlichen v^tation 
für Brauerei in München, zur Verfügung stand. 

Eine Weinhefe (Aßmannshäuser) verdankten wir gleichfalls Herrn Direktor 
Dr. J.ÜERvS. 

Eine obergärige Weißbierhefe ent.stammte dem Weißbier-Bräuhaus im Tal 
(vSchneider und >Sohn). 

Von den obergärigen Hefen der Brennereien haben wir zumeist die Rasse M 
untersucht, die gegenwärtig vom Institut für Gärungsgewerbe in Berlin N, vSeestraße 13, 
allein vertrieben wird, und damit die Brennereiheferassen II und XII verglichen, 
die uns die Hefezuchtanstalt des Instituts freundlichst zur Verfügung gestellt hat. 
Eine dem Handel entnommene Kopenhagener Brennereihefc verdanken wir der 
Gefälligkeit des Herrn Prof. Dr. Arkrkd Jörgrnsen. Eine Wiener Hefe wurde als 
, .garantiert reine vSpiritus-Preßhefe“ [215] bezogen aus der vSpiritus- und Preßhefen- 

' Die.se Zeitsehr. Bd. iii, 8. 157 [lo-’o], und zwar 8. 160. 

') S. die Zitate, Die.se Zeitsehr. Bd. iii, vS. 169 [1920] (Abh. 62). 

U illstütU-r, pnzjme. 5^ 
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fabrik vStadlau Wolfrum A.-G. Die obergärige Hefe der Müncliner Bäckereien war 
„reine Branntweinliefe" der vSinner A.-G. in Karlsrulie-Grünwinkel. 

In verschiedenen Brauereihefen bewegte sich der Quotient 
Zeitwert für Maltase 
Zeitwert für Invertin 

in engen Grenzen und betrug ungefähr 20. Nur eine Probe der Hefe aus dem Spaten- 
bräu, die auffallend arm an Maltase war, ergab eine bedeutende Abweichung. Allein 
in anderen Hefeproben desselben Betriebes war, wie sich in der voranstehenden Arbeit 
über Maltase und a-Glucosidase zeigte, der Maltasegehalt normal, so daß auch der 
Quotient dem gewöhnlichen Verhältnis entsprochen haben wird. 

Die Brauereihefen wiesen einander ähnliche Zeitwerte für Invertin auf, die sich 
zwischen i und 3 bewegen. Auch den Invertingehalt mehrerer deutscher Brennerei- 
hefen fanden wir ähnlich, vielfach niedriger bei der österreichischen, weit günstiger 
bei der dänischen Bremiereihefe, die mit dem Vergleichszeitwert 0,52 für Invertin 
an der Spitze aller untersuchten Hefen stand. Sie müßte ein treffliches Ausgaiigs- 
material für Invcrtindarstellung sein. 

Viel bedeutender sind aber die Differenzen im Maltasegehalt (Zeitwerte 13400 
bis 29) und daraus ergeben sich die größten Ausschläge für den Quotienten. 

Die enzymreiche dänische vSpiritushefe enthält 3 bis 5 mal weniger Maltase (Zeit- 
wert 160) als eine Münchner Brauereihefe (Zeitwert 29 bis 52). Der dänischen steht 
die Berliner Brennereiheferasse XII im Maltasegehalt nahe, viel ärmer an Maltase 
ist die Rasse II (Zeitwert 740) und wieder vielfach ärmer als diese aufgegebenen 
Rassen sind die Brennereihefe M, die Preßhefe von vSinner und die vStadlauer vSpiritushefe. 

Diese drei Hefen, von denen allerdings nur die Hefe M genau bezeichnet ist, sind 
entsprechend den Zeitwerten 3000 bis 13000 entweder äußerst arm an Maltase 
oder sogar frei von Maltase. Die Maltasewirkung ist nämlich gewiß noch zu 

[216] Tabelle i. Invertin- und Maltasewirkung verschiedener liefen b 




Invertin 



Maltase 



(TnKkcngcwidit 







Quotient der 

in l’rüz.) 

Vorsmlis- 

zcit 

Drehungs- i 
abnalinic 

Zcitwei l 

Versuchs- 

zeit 

1 Drehungs- 
1 abnahmc 

j Zeitwert 

Zeitwerte 

Löwenbräu 



1 

1 i 





M. VH. 20 

.30 

3-7b 

1 /)2 

3« 

2,40 

29 

17.9 

[ 22 , 7 ) 








Töweiibräu 








I. XII. 20 

20 

2,1 1 

2.30 

32 

- 2,35 

32,5 

14.4 

(22,7) 

40 

3.4« ; 

2.23 

b5 

^ 3.20 

32,5 

Hüfljrau 








3. XII. 20 

20 

2,21 ‘ 

2,3.3 

40 

j 2,16 

1 52 


(24.2) 

35 

3.5« 

2,16 

96 

3,20 

51 

22,7 

vSpatenbräu 

1 







6. XII. 20 
(2.3,7) 

20 

40 

2,84 

4,80 

1 ,69 
^ 1 ,49 

60 

180 

1,40 

2,86 

195 

125 

Anfangsw. 145 


' Die Versuche sind bei Invertin mit 0,55 g feuchter Hefe und bei Maltase mit 4,4 g feuchter 
Hefe in 100 ccm I'lüvSsigkcit ausgeführt. 
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Tabelle i. (Fortsetzung.) 
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Hefe (Tnx-kciigewicht 







(juoticiit d(i 

in Proz.) 



Vc'isiidis- 




Zeitwerte 

HSDIi 


zdl 

abiiahiiic 



Pscliorrbräu 








7. XII. 20 

20 

3,20 

140 

fx) 

i. 4 <' 

2(> 

20.9 

(UÜ2) 

40 

' 5,29 

1 .2(; 





Frolibcrg-TTiiterhefc', 








Reinkultur 








4. II. 21 

3 ^> 

3,32 

2.04 

90 

2, <>2 

58 


(23/d 








Weißbräu Tal 








13. XII. 20 

21 

1.71 

3 ’ 3 ‘^ 

■ IO 

1 . 9 ^ 

b 3 

20,4 

(24.0) 


2,42 

3- '5 

89 

2/4 

ftb 1 

\\ einhefe Aßiiianii.sh. 

4. II. 21 
[217] (27.0) 

Brennereihefe W 

3 ^’ 


2 .08 

9:) 

1 b( ) 

1.13 

2,09 

250 

Anfang.sw. 194 

23. XII. 20 

40 

2,10 

4 -ob 

ibo 

0,25 

3 5 '^'^ 

700 

(24-3) 








Rrennereiliefe M 








12. I. 21 

(24.5) 

22 

I ,()() 

^bb 



2 b( )( ) 



2.71 

3, bl 

45 ' > 

1 ,00 

:• 7<.>o 

Brennerciliefe 








26. 1. 21 

3 '^ 

3.21 

2.60 

21(1 

o.oS 

13400 

• 5000 

(22,2) 








Brennereiliefe M 








7. 111. 21 




340 

0,2 3 

8 1 0( ) 


(22,8) 




1740 

I ,( )8 

8 100 


Brennereiliefe Ra.ssell 








12. II. 21 

23 

1,8b 

v0 3 





( 34 . 2 ) 

60 

3.80 

4.-^9 

150 

1.34 

74 " 

1 50 

Brennereiliefe 








Ra.s.se XII 








26. 11. 21 
( 25 .^'Ü 

27 

144 


100 

1 50 

1.71 

2..KS 

230 

1 50 

Anfangsw. 290 

Spiritushefe vStadlau 








25. 11. 21 
{ 3 <h 3 ) 

55 

1.54 

12,2 

100 

400 

0.14 

t).24 

4 4(X) 
T2.}(:x2 

40U bis 1000 

BranntweinhefeSinner 








3. HI. 21 
(28,0) 

45 

3.51 

3 3 l 

i <'3 

0,24 

30(K) 

> yoo 

Brennereihefe Kopen- 








hagen 








21. II. 21 


4 . 5 ‘^ 


77 

1 ,b5 

I bo 

320 

(21,6) 

14 

0,52 

204 

2,b2 

ibü 


[218] hoch gefunden worden. In den üblichen Bestimniungszeiten war gar keine Maltasc- 
wirkung zu beobachten. Daher mußten die Beobachtungen auf viel größere Zeiten, als 
der Bestimmungsmethode entspricht, au.sgedehnt werden. Auch dann fiel der Umsatz 
noch in den allerersten Teil der Reaktionskurve und schritt nicht weiter. Und in eben 
diesen Hefen erwies sich das Zymasesystem derart widerstandsfähig, daß auch durch 
den bei der Bestimmung üblichen Zusatz von Kssigester die Uärung nicht ausgeschaltet 

56* 
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werden konnte. Es empfiehlt sich, in solchen Fällen die Essigestermenge zu verdoppeln, 
auf 2 ccm für ii g Hefe. Dann wird die Gärung wenigstens so weit unterdrückt, daß 
keine sichtbare Kohlensäureentwicklung mehr erfolgt. 

Die in diesen Fällen angegebenen geringfügigen Maltasewirkungeii sind also 
mindestens zum Teil nur scheinbare, von der Maltosegärung vorgetäuscht, tibrigens 
ist es für die in den nächsten Abschnitten gezogenen vSchlußfolgerungen ohne Belang, 
ob diese maltosevergärenden Hefen frei oder fast frei von Maltase sind. 

II. Geschwindigkeit der Vergärung von Maltose. 

Die Eiteratur über Gärung ist zu arm an cpiantitativen Angaben, die den Verlauf 
der Vergärung verschiedener Zucker durch verschiedene Hefen vergleichen. Die vor- 
liegenden quantitativen Beobachtungen betreffen teils, wie viele der wichtigen Mes- 
sungen von A. SivATORb die Anfangsgeschwindigkeit der Gärung, teils den Betrag 
der im ganzen entwickelten Kohlensäure, vielfach auch die willkürlich definierte 
Triebkraft und Gärkraft, aber zu wenig den zeitlichen Verlauf der Gärung der einzelnen 
Zucker, der zur Kennzeichnung der Hefen geeignet wäre. \"on verhältnismäßig unter- 
geordneter Bedeutung ist es dabei, welchen analytischen Weg man zur Kohlensäure- 
bestimmung wählt, ob Wägung, Vohininie.ssung, maßanalytisclie Bestimmung, Druck- 
inessung, interferometrische oder kalorimetrische Messung. 

Die öfters angewandte Beobachtung im vSciir( 3 ttkk- oder [219 JEiXHORN-vSaccharo- 
meter ist ungenau und kann irreführen. Z. B. zeigte die Brennereihefe M (12. Jan.) 
ohne oder mit Nährlösung in 5proz. Maltoselösung in 24 Stunden keine COj-Ent- 
wicklung. Eine andere Probe (26. Jan.) gab ohne Nährlösung in 20 Stunden 
0 ccm CO 2 , mit Nährlösung in 7 vStunden 0,2 ccm, während in derselben Zeit aus 
Saccharose 4,2 ccm entbunden wurden. Bei der quantitativen Bestimmung wird 
sich im folgenden ein ganz anderes Bild für das Gärvermögen dieser Hefen ergeben. 
Einer der Fehler bei der Beobachtung im Gärröhrchen, aber nicht nur in diesem, be- 
steht in der Anwendung von Zuckerlösungen, die nicht zuvor mit Kohlensäure ge- 
sättigt sind. Der Beginn einer Gärung entzieht sich dadurch der Beobachtung. Und 
bei sehr schwacher Gärung kann infolge der Diffusion von Kohlensäure aus der Uösung 
im offenen Schenkel sogar der ganze Verlauf unmerkbar werden. 

Um die Hefe durch quantitative Angaben über ihr Gärvermögen zu kennzeichnen, 
sind zum Vergleich geeignete Bedingungen aufzu.stellen. Für den in die.ser Arbeit 
begonnenen Vergleich zwischen Spaltungsvermögen und Gärvermögen der Hefen 
gegenüber verschiedenen Zuckern ist es von Nutzen, ans den Ergebni.ssen eines Gär- 
versuches eine Zahl hervorzuheben, die dem , .Zeitwert” der Hefe für Saccharase 
und Maltase analog ist und die als ,, Halbgärzeit” bezeichnet werden soll. Halb- 
gärzeit für eine be.stiinmtc Temperatur ist die Zeit, in der durch Vergärung unter 
gewissen Bedingungen die Hälfte der theoretisch möglichen Kohlensäuremenge ent- 
bunden wird. Die Halbgärzeit ist also durch die entwickelte Kohlensäure bestimmt. 


‘ Jüuni. Cheni. Soc. Bd. 89, S. 128 [1906] und Bd. 93, vS. 217 [1908]. 
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nicht durch den verbraucliten Zucker. Die Menge des letzteren beträgt mehr als 
50%. Bei vielen Versuchen, in denen die Resthisungen nach Auffangen von 5o”o 
Kohlensäure untersucht wurden, war in ihnen merklich weniger als 50% des Zuckers 
vorhanden. 

Die Bedingungen der Gärung sind: 20 ccm 5proz. Rösung von Glucose, von 
Maltosehydrat u. a., oder 4,75 proz. von Rohrzucker; die 0,2 g trockener Hefe ‘ ent- 
sprechende Menge [220] frischer Hefe; vSättigung der Lösung mit Kohlensäure bei 
der Versuchsteni])eratur; Anwendung von Nährstoffen; konstante Temperatur; ge- 
lindes Schütteln des Gärgefäßes. 

Die Halbgärmenge der Kohlensäure beträgt bei Zimmertemperatur (20") und 
720mm Druck: i44ccnH). 

Um die Zeiten der halben Hydrolyse und der halben \ ergärung zu vergleichen, 
braucht man nur den Zeitwert der Hefe, z. B. für Maltase, der sich auf i g trockaaie 
Hefe in 50 ccm 5 proz. Maltoselösung bezieht, mit 2 zu multiplizieren, was erlaubt 
ist, da die Zeiten gleicher Malto.ses])altung sich umgekehrt wie die Uermentmengen 
verhalten. 

Als Nährstoffe \’erwenden wir auf 0,2 g wasserfreier Hefe: 
g Kll:P(b 

o.j g Acetaiiiiü oder 0.25 g Pepton 
0,025 g HgvSO^ • 7 H:() und 
o.oj g CaSO., • 2 ILO. 

Für gewisse Wrgleiche wird man dafür Sorge tragen müssen, daß die Hefen 
auch unter vergleichbaren Bedingungen zur Untersuchung angewandt werden, so- 
^veit als möglich in ähnlichem physiologischem Zustand, nämlich nach gleicher Vor- 
behandlung, Kriiährung, laigcrung. Die Vermehrung der Hefe im Gärversuch, die 
manchmal zu berücksichtigen sein wird, konnte bei den nachfolgenden Versuchen 
außer Betracht bleiben. 

Das ständige, gelinde Schütteln des Gärkölbchens führten wir erst im Laufe 
unserer Versuche ein, es fehlte in den ersten nachstehendeil Gärproben. Wenn man 
es unterläßt, wird die Gärgeschwindigkeit, wenigstens bei rascher Gärung, durch 
den Diffusionsvorgang limitiert, indem die Verarmung an Kohlehydrat in der die 
Hefe umgebenden Schicht, namentlich wenn sich die Hefe durch Absitzen von der 
Lösung ab.sperrt, eine Verzögerung der (järung bewirkt. 

Als Beispiel sei die Vergärung von Maltose bei 30'’ durch Bierhefe ohne und mit 
Schütteln angeführt. Im ersten Fall betrug die Halbgärzeit 112, im zweiten 80 Minuten. 
Bei [221] Gärversuchen mit Schütteln wird, wie Abb. i zeigt, die Beziehung zwischen 
Zeit und Gärung annähernd durch eine Gerade ausgedrückt bis zur Kntbindung 
von 80% der Kohlensäure, dann tritt scharfe Verlangsamung ein. 

Finige der ersten Versuche sind mit der halben Hefeinenge ausgeführt. 

) Auf diese Bedingungen beziehen sicli alle folgenden Voluincnangal)en, 
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Stunden i i ' 2 17 

Ohno vSehütteln ccin . . . . 70 75 ik; 151 105 247 ( 86%) 

Mit vSehütteln eem 54 im Kk) 204 270 246 ( - 86%). 

Das vSehütteln bewirken wir mit einem Exzenter, den eine Wasserturbine oder 
ein kleiner Motor bewegt*. 

Die Kohlensäiirebestimmung führen wir volumetrisch aus, indem wir aus kleinen 
Gasometern Quecksilber“ verdrängen und in Meßzylinder 
abfließen lassen. 

Der Gasometer (Abb. 2) besteht in einer umgedrehten, 
mit einem Gummistopfen durch Drahtligatur verschlossenen 
vSaugflasche A. vSie ist durch einen Druckschlauch mit dem 
beweglichen Glasrohr B verbunden, von dem ein nach unten 
umgebogenes Ablaufrohr abgezweigt ist. Durch den Gummi- 
stopfen ist das mit einem Glashahn versehene Rohr C bis 
ganz oben in den möglichst vollständig mit Quecksilber ge- 
füllten Gasometer eingeführt. Das obere Ende der Glas- 

, , röhre muß zur Seite, links in der Abbildung, gebogen sein, 

Ahh. I. liinUnB des . . , , . ' . 

vScliüttclns. damit, wenn einmal Quecksilber hineingelangt, dieses durch 

Neigen des A])parates durch den Hahn abgelas.scn werden 
kann. Der Apparat wird durch B mit Quecksilber gefüllt; er wird, während der 
Hahustopfen entfernt ist, mit dem Gärkolben verbunden. Der Druck ändert sich 

beim Auffangen der Kohlensäure [222] be- 
trächtliche Zeit nur wenig, später wird er 
durch Neigen des beweglichen Rohres B aus- 
geglichen. 

Die Brennerei liefen M und 11 bei 18 % 

Breiiiicreiiiefe M (26. 1. 21), 0,1 g trocken, mit 
Saccharose und Malto.sc, j 8'', olinc vSehütteln. 

Im Maltoseversuch traten in den ersten 
5 vStunden nur vSpuren COo auf, die Halb- 
gärzeit betrug 33 Stunden, dop])elt soviel 
als für Saccharose. 

Vergleich der .\nfangsstadien (siclic Al)l). 3) 

Minuten .... 80 300 450 575 710 850 

vSaccharo.se . . 2 2; 50 70 93 112 

Malto.se .... - - i 4 8 16 

' Ähnlich wie hei Hydrierungen mit Platinniohr, siehe z. Ti. R. WiixstäTTKR und Iv SON- 
NENFELD, Ber. d. deutsch, cliem, Ges. Bd. 46, vS. 2952, und zwar vS. 2955 l'0i3]- 

^ Auffangen über Wasser mit einer vSchicht von Ivrdöl (IM. Hayduck, l’rüfung der Preß- 
hefe auf Gärkraft, Zeitschr. f. vSpiritusindii.strie 1S82, S. 226) ist nicht genau genug, da beide Flüssig- 
keiten Kohlensäure absorbieren. 


lUX) 

145 ccm 

30 ccm 
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Abb. Gärung dureli Hefe M, i. Abschnitt (iH ). 


1^223] Maltosegäruiig bis /.um Halbwert (Abb. .j). 

vStundeii i- U -? 33 

ccni <1 -S if' 74 o<S 143 


Die angewandte Hefe hätte nach ihrem scheinbaren IMaltasezeitwert (13400) 
bei 30'' in 33 Stunden nur 6% Maltose hydrolysiert, während in derselben Zeit unter 
den ungünstigeren Bedingungen bei 18° 50% vergoren wurden. 

Brenncreiliefe TI (12. II. 21). 0,2 g trocken, mit Saccliaro.se und Maltose, iS^, ohne vSchüttehi. 

Die Wirkung auf Rohrzucker ist ähnlich, das Verhalten gegen Malto.se ein anderes 
als bei M. Die Gärung setzt viel rascher ein, der Halbgärzeitwert ist aber nicht viel 
günstiger, da die Gärkurve gleichmäßiger ansteigt (Abb. 5). 

Minuten 145 240 335 420 500 975 

vSaccharo.se 17 3.S 73 roS 145 20; ccm 

Maltose 4 23 43 S 3 144 ccm 



Abb. 4. Gärung durch liefe M (18''). Abb. 5. Gärung durch Hefe II (18 Ü- 

Die Hefe II ist zwar maltasearm, aber sicher maltasehaltig. Ihr Maltasezeitwert (740) 
konnte zuverlässig bestimmt werden; die Gärung hat dabei keine Rolle gespielt und 
die Hydrolyse ist nicht wie bei den maltaseärmsten Hefen stehen geblieben. 

Die Hälfte der Maltose wäre bei 30" und optimalem in 24^/2 vStunden hydro- 
lysiert worden, während bei 18° ihre Vergärung 16 vStunden erforderte. 


[224] Brauereihefc und Brennerei liefen, bei 30 V 

Hefe M (26. I.), 0,1 g trocken, mit vSaccharose und Malto.se, 30^ ohne vSchüttdn (Abb. 6). 

Minuten 30 90 160 270 380 450 Ooo 780 

Saccharo.se 3 22 54 104 148 lOi 183 220 ccm 

Malto.se - i <2 3 lO 30 58 ()8 143 ccm 
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Abb, 6. Hydrolyse und ('.äning von Saeeharose und Maltose durch Hefe M (30'’), 

Unter gleichen Bedingungen erhjrdert die Hydrolyse von 50% Rohrzucker 
10 Minuten, die Vergärung 6 vStunden, die Hydrolyse von 50 % Maltose 900 vStunden, 
die Vergärung 13 vStunden. 

Hefe II (12. H.), 0,2 g troc'keii. mit v^aceharose und Maltose, 30^ ohne Schütteln (Abb. 7). 


Minuten 30 bo go 120 150 180 360 615 

vSaccharo.se 3,5 15 20 4.I 58 77 150 222 ccm 

Malto.se i 6, 5 14 25 36 46 94 142 ccm 


Für den Rohrzucker ist das Verhältnis zwischen Hydrolysen- und Gärzeit das- 
selbe wie iin letzten Beispiel; für 50% der Maltose würde die Hydroly.se 2721114! 
soviel Zeit erfordern als diese Vergärung. Während die Hefen M und II bei 18" den 
Rohrzucker gleich rasch vergären, wirkt bei 30'' die Ra.sse II langsamer, der Tem- 
peraturkoeffizient der Gärung ist hier ungünstiger, daher erfordert die \Trgärung 
von 50% Rohrzucker durch die doppelte IMenge Hefe II dieselbe Zeit wie durch ]\l. 
[225] Bei der Maltose ist in Anbetracht des langsamen Gärungsanfangs nicht zu 
erwarten, daß die doppelte Hefe in der halben Zeit vergärt. In der Tat ist die Alaltose- 

vergärung durcli Hefe TI bei 30'" im Vergleich 
zur Wirkung bei 18 ■' und zu der von M un- 
günstig. 

Aus diesen Gärversuchen, in denen die Be- 
dingungen noch nicht die günstigsten und nicht 
wie im folgenden Abschnitt gleichmäßig waren, 
sollen keine weitgehenden vSchlü.sse gezogen 
werden; die Beispiele dürften aber schon die 
Verschiedenheit der Hefen bei der Vergärung 
der beiden Zucker kennzeichnen. Die Hefe II 

Ab),. 7. \'.rKk-id.,lerGärnnf;,lurel. verhältnism.^ßig ungünstig für 

IJrcmicreilicfe H und Bierhefe. Gärung in der Wärme. 

Löwenbräuhefe (i8. H.), 0,2 g trocken, 30^ ohne vSchüttchi (Abb. 7). 


Minuten 30 60 120 150 180 270 24 vStunden 

vSaccharose 22 54 88 118 139 156 200 260 ccm ( - 90 % ) 

Alaltose 19 70 108 142 167 187 224 258 ccin( 90%) 
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Die Maltose wird durch die Bierhefe rascher vergoren als Rohrzucker, dieser 
doppelt so rasch als durch Rasse II. Unter gleichen Bedingungen erfordert die Hydro- 
lyse von 50% Saccharose ungefähr 5 Minuten, die Vergärung 2'/^ Stunden; [226] die 
Hydrolyse der halben Maltose i Stunde, die Vergärung ohne Schütteln 2 Stunden, 
mit Schütteln 80 Minuten. 

Brauereihefe und Brennereihefeii bei 30" unter Schütteln. 

Unter den endgiltigen Bedingungen der Halbgärbestininumg wurde die :VIa]tüse- 
gärung durch Brauereihefe und durch die uns zugänglichen Brennereihefen verglichen, 
also durch Hefen von hohem, niedrigem und si)urenweisein Maltasegehalt (Tabelle 2 
und Abb. 8). Die Halbgärzeiten liegen weit auseinander. Die Udweiibräuliefe er- 
forderte 80 Minuten, die Brennereihefen 3 fache bis 15 fache Zeit. Wenn von der Bier- 
hefe der Malzzucker zur Hefe vergoren ist, hat die Gärung bei den die Maltase ent- 
behrenden Hefen noch nicht begonnen. Wenn die Bierhefe über 80% vergoren hat, 
erreicht die Gärung bei der Preßhefe \'()n Siiiner 2%, bei der österreichischen Spiritus- 
hefe I %. Wenn die Rasse XII 80 ccm Kohlemsäure entwickelt hat, ist aus der Gärung 
mit Hefe M erst 1 ccm entbunden. 


I'ahollc 

üustiiiiiiiuiig der Ilalhgärzeiten von l>ier- und ürcnnereiliefen für Maltose bei 30". 


SUiiuk’il 

I.üweiihraiilu’fc 

Urcniicrci i 

lioii- XII 

Dänische 

HrenncrcihclV 

nicimcrcihcfc M 

7.111. 

! 

Siuiicrhcl'c 

Wiener Hefe 


ccm 

ccm 1 

ccm 

! ccm 


ecin 
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j 

Eowenbräiihcfe 

Brennerei liefe XII 

nänischc 

Brennereihefc 

Brennereihefe M 

Wiener Hefe 

Halbe Hydroly.se 

()0 

! Anfaiigsw. 
Fkidw. 300 


i6o(X) 

2 5000 Minuten 

Halbe (kirung 

8ü 

204 


486 

1 200 Minutcu 


III. Direkte und indirekte Maltosegärung. 

Für Maltose und andere Polysaccharide außer Rohrzucker nahm man früher 
direkte Vergärbarkeit an. Die Untersuchungen von K. hhvSCHKR und P. Uindne:r‘ 
haben indessen zu der Anschauung’ geführt, ,,daß jeder Mikroorganismus, welcher 
ein Polysaccharid zu vergären vermag, auch ein die vSpaltung dieses Polysaccharids 
auslösendes Hnzym enthält, und daß die Vergärung immer erst indirekt — d. h. nach 
primär erfolgter Zerlegung in gärfähige Monosaccharide — erfolgt“. Diese [228] An- 
nahme wird als bewiesen betrachtet*). Für die Malto.se s])richt .sie K. F. Armstrong*) 
folgendermaßen aus: ,, Maltose is fermented only by those yeasts which contain maltase, 
and then not until Inversion has been brought about by the enzyine.“ 

Aus den oben stehenden Beobachtungen ergibt sich, daß die Maltase auch ohne 
vorangehende Hydrolyse vergärbar ist. Ebenso läßt sich, wie in einer demnächst 
zu veröffentlichenden Untersuchung von R. Witrstätter und Grrtrttd Oppenheimer 
gefunden wurde, Milchzucker direkt vergären. 

Bei der Beobachtung des zeitlichen Wrlaufs der Maltosegärung begegnen wir 
dreierlei Fällen. Durch Münchner Brauereihefe wird die Maltose rascher oder gleich 
rasch wie Rohrzucker vergoren, die 5oproz. Hydroly.se der Maltose verläuft hier etwas 
rascher als die Gärung. Die maltasearmen, aber sicher maltasehaltigen Brennerei- 
hefen, die Hefen II und XII des Berliner Instituts für Gärungsgewerbe und die dänische 
Hefe, bewirken hingegen Halbgärung der Malto.se etwas rascher als die halbe Hydro- 
lyse. Die praktisch maltasefreien Brennereihefen endlich, nämlich die Berliner Hefe M 
und zwei dem Handel entnommene, vergären die Maltose in Zeiten, in denen die 
Hydrolyse gar keine Rolle spielt. 

Durch diesen Vergleich der Gär- und Hydrolysengeschwindigkeit wird bewiesen, 
daß gewisse Hefen, und zwar für die Vergärung der Maltose im großen Maßstab an- 
gewandte, die Maltose aus.schließlich direkt vergären. 

Während bei den praktisch maltasefreien Hefen die Vergärung auffallend langsam 
einsetzt, ist bei den Brennereihefen mit niedrigem Maltasegehalt der Gärbeginn rasch 
und der zeitliche Verlauf gleichmäßiger. Die Beobachtungen sprechen dafür, daß 
hier die Spaltung des Zuckers durch die Maltase, [229] also die indirekte Gärung, 

Her, d. Deutsch, cheiii, (k-s. Ikl. 28, 8.984 u. 3034 [1895]; F* Fisciikk, Diese Zeitschr. 
ikl. 26, S. 60 ( 1898], und zwar vS. 72. 

* Meyer und P. Jacobson, Echrhuch der organischen Chemie, 2. Auflage, Bd. I, 2. Teil 
[1913], vS. 1001. 

9 Auch quantitative Beohachtungen an nialta.searmen Hefen ließen sich bisher damit in 
Kinklang bringen, vgl, A. vSeator (a. a. 0.) und besonders H. KuEER und 0. EundivqulsT, Diese 
Zeitschr. Bd. 72, vS. 97 [191JJ. 

9 The simple Carlxdiydrates and the Glucoside.s, 3. Kd., Eondon 1919, vS. 102. 
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der direkten zu Hilfe kommt. Direkte Gärung ist auch bei diesen Hefen nach dem 
Verhältnis der Geschwindigkeiten von Spaltung und Gärung anzunehmen. 

Selbst bei der maltasereichstcn, Malto.se .sehr rasch vergärenden Bierhefe, läßt 
die Geschwindigkeitsmessung darauf schließen, daß direkte Vergärung der Maltose 
neben der indirekten erfolgt. Während nämlich bei dem halben Umsatz die Hydrolyse 
noch der Gärung etwas vorauseilt, kehrt sich dieses Verhältnis bei weiterem Fort- 
gang der Gärung bald um. ])ie Gärgeschwindigkeit wird bis über 8o”/o Vergärung 
annähernd durch eine (krade ausgedrückt, die Kurve der Hydrolyse fällt aber stark 
ab. Die Gärung wird also nicht durch die Hydrolyse limitiert. 

llyduilysc Gäruiit; 

5«)% 6(1 So Min. 

So',’.) _>5() 140 Mifi. 

Vorau.ssetzung dieser Betrachtungen ist die Zuverlässigkeit unserer Malta.se- 
bestimmung. Während Invertin nach einem großen Beobachtungsmaterial sicher 
bestimmt werden kann, ist die Malta.sebestininiung dadurch rückständig geblieben, 
daß die Bildung von vSäure beim Abtöten der Hefe und die geeignete Wasserstoff- 
ionenkonzentration nicht berücksichtigt wurde. Nach dem analytischen Verfahren, 
das auf der raschen Verflüssigung der Hefe durch Ks.sigester, Neutralisation der ent- 
stehenden Säure und Einstellung der für die Maltase optimalen Wasserstoffzahl 
beruht, wird die Bestimmung der l\Ialta.se mit der nämlichen Sicherheit und Genauig- 
keit ausführbar, wie die des Invertins. 

Ob nicht bei den maltasearmen Hefen vielleicht doch in der Maltasebestimmung 
eine Unsicherheit enthalten ist, prüfen wir durch Untersuchung der Hefe nach Ver- 
gärung der Maltose, ferner durch Maltasebe.stimmung in getrockneten Hefen und 
in ihren Auszügen. 

[230] Die maltasearmen Hefen könnten eine Vorstufe, ein Zymogen der Maltase, 
enthalten und daraus im Uaufc der (krung Maltase bilden. Allein auch am Ende 
der Gärung war der Maltascgchalt nicht größer. 

Die Hefe M (12. I.) bewirkte unter den Bedingungen der Maltasebestiniinung (0,5 g Hefe 
LTrockengcwiclitJ, 5000111) in 450 Minuten Dreliungsabnahnie von 1,00° ent.sprcchend i5,6'’o 
vSpahung und einem Zeitwert von 2600. Naolideni 2 g feuchte Hefe 5 g Maltose in 24 Stunden 
zu über <)o % vergoren hatten, wurde die Hefe abge.saugt, gewasolien und in der übliclien Weise 
wieder bestinimt. Nun betrug die Drehuiigs.abnahuie (0,45 g trockene Hefe, 50 ceiii) in 100 Mi- 
nuten 0,20'' entsprechend 3,1 % vSpaltung und einein Zeitwert von 3300. 

Die Stadlauer Preßhefe (25. II.) bewirkte (0,6 g trockene Hefe, 50 ccin) in 400 Minuten eine 
Dreliungsabnahnie von 0,24^, entsprechend 3,9% Spaltung und eineiii Zeitwert von 12400. Wir 
ließen durch 0,88 g feuchte Hefe i g Malto.se in 21 Stunden zu 73% vergären und wiederholten 
mit der zurückgewonnenen Hefe die Maltasebestüiimung. In 170 Minuten betrug die Drehuiigs- 
abnahme (0,24 g, 50 ccni) 0,06°, entsprechend 1% Spaltung und einem Zeitwert von 10 000. 

In lufttrockenem Zastand prüften wir die Hefe M (vom 26. I.), deren Zeitwert 13400 betrug. 
Die feingemahlene Hefe rief bei Gegenwart von Toluol in 15 Stunden und 20 Minuten (i g, 50 ccm) 
Dreliungsabnahnie von 1,52° hervor, entsprechend einer .scheinbaren vSpaltung von 23,7% und 
einem Zeitwert von auch nur 7000, der aber durch Gärung vorgetäuscht war. Denn die Bestiininung 
mit Fehlingscher Uösung bewies, daß kein Zuwachs an reduzierendem Zucker eingetreten, .sondern 
daß imgefälir 19% Maltose vergoren waren, wälu:end sich aus der Dreliungsabnahnie bei der Mal- 
tasebestiinmung ein Verlust von 14?© Maltose berechnen würde. 



892 WiusTÄrrKR und W. Stivibkj;i': 

Aus dieser Trockenliefe gewannen wir nach dem Ncutralisationsvcrfahrcn einen Auszug; 
zwei Maltasebestinininngeii ergaben in 46 Stunden i ,00 und in 38 Stunden 04)4'’ Dreliungsabnahnie 
entsprechend 15.6 un<l 14,7% Spaltung und Zeitwerten von 13800 und 12100. In den beiden 
Fällen bestätigte die Zuckerbcstinnnung (gef. durch Reduktion 16 und 15 % Spaltung), daß wirk- 
lich Maltosespaltuiig, nicht wiwler nur Vergärung eingetreten war. 

Bei der Maltoscgärung durch die Maltasc entbehrenden Hefen ist weder unter 
der Voraussetzung, daß indirekte noch daß direkte Vergärung erfolgte, das Auftreten 
von (.Bucose in der gärenden kösung zu erwarten. In der Tat ist auch keine Glucose 
in den Restlösuiigen bei unterbrochener Gärung aufgefunden worden. Es hat sich 
gezeigt, daß viel [231] Gärungszwischenprodukt darin vorkoniint, dessen Natur mit 
der Hefe und den Gärbedingungen zu variieren scheint. 

Bei einer Gärung mit der österr. Preßhefe wurden 73% der theoretisdien Kolilcnsäurenienge 
anfgelängeii. Dann enthielt die Restlösung anstatt etwas mehr als 20% der Maltose nach der po- 
lariinetrisclieii Bc.stiininung nur noch 3,2. nach der Bestinnnung mit Kupferlösnng 4,9% Malto.se. 
Die letztere Zahl ist wohl durch reduzierend wirkendes Zwischenprodukt erhöht. Berechnete man 
die polarimetrische und die Rediiktionsliestimmung auf Gluco.se. .so würde sich 7,8 '’o (polari- 
metrisch) und 2.()?u (durch Reduktion) ergeben, viel zu weit differierende Werte. 

Bei einer IMaltasebestimmung mit dieser Wiener Hefe trat trotz der Anwc.seiiheit von Dssig- 
ester deutliche Gärung ein. Nach der jiolarimetri.schen Bestimmung waren nach 17 Stunden 
noch 49% der Malto.se übrig, nach der Analy.se mit Fchling.scher Dosung nur .12%. 

Bei einer unterbrochenen Gärung mit der Hefe M war dagegen das Reduktionsvennögen 
der Gärungsre.stlö.sung erheblich größer als der polarimetrische Werl. Nach Auffangen von 44% 
des theoretischen Kolileiidioxyds entsprach das Dreh ungsvern lögen der Restlösung einem Gehalt 
von nur 39,.! (statt iilier 50) "o Maltose. Würde man den Restzneker nach dem Drelmngsvermögeii 
als (duco.se berechnen, .so käme man zu <>7 % des zur (.dirung angewandten Malzzuckers in Form 
von (ducose. Die Analyse der Restlösung mit Fehling.schem Reagens stimmte für einen Gehalt 
von 50% Malto.se; der zu hohe Wert dürfte durch reduzierend wirkendes Gärungszwischenprodnkt 
zu erklären sein. 


IV. Zur enzymatischen Eigenart der Hefen. 

Die nialta,sefreien oder ]jraktisch maltasefreieii Hefe, mit denen wir uns befaßten, 
haben in den Brennereien große Bedeutung erlangt. Wenn man ihren enzymatischen 
Wert analysiert, ist es schwer begreiflich, welchen Umständen sie die angenommene 
l djerlegenheit verdanken mögen. 

Die Brenncreihefe M des Berliner Instituts für Gärung.sge werbe wird in Märcker- 
Delbrücks Handbuch der S])iritu.sfabrikation ' neben den Ra.ssen II und XII zu den 
besten Zuchten gezählt. vSie wird als eine .sog. ,,Mischhcfe“ bezeichnet, ,,d. h. als 
Aussaat für ihre Gewinnung im großen dient in der Plcfenzuchtan.stalt ein Geini.sch 
von 5 im Laboratorium in Reinkultur gezüchteten Heferassen, von denen jede bei 
näherem Studium wertvolle Eigenschaften gezeigt hat“. 

[232] Nach G. Eu.RODT*) ist die Hefe M eine von W. Hknnkbkrg aus 5 Rassen 
zusamnieiigestellte Mischung, worin Ra.sse II, die von P. Lindnrr aus der Betriebs- 
hefe der Brennerei zu Gronowo rein gezüchtet wurde, und Ra.sse XII, die Mattiiks 
rein gezüchtet hat, enthalten .sind. 

‘ 9. Auflage, Berlin 1908, S. 578. 

') ,,vSpiritu.sfabrikatioii“ in R. O. Hkrzik;, Cheni. Technologie (U-r organischen Verbin- 
dungen, Heidelberg 1912, vS. 312. 



(Iber die ('.ärwirkun^ iiialtasearnier Hefen. 


<^93 

Die wesentliche Verschiedenheit der Hefe M ini Maltasegehalt gegenüber den 
Rassen II und XII ist mit dieser Angabe schwer in Einklang zu bringen. Es scheint, 
daß die Rassen II und XII in der Mischung unterdrückt worden sind. 

In W. HknnkbkrGs „Gärungsbakteriologisches Praktikum'*^ ist nur angegeben, 
daß die Hefe M aus 5 verschiedenen, sehr gärkräftigen Rassen bestehe, ohne daß die 
Komponenten genannt werden. 

Der Vergleich der untergärigen Jberhefe, z. B. aus dem Ibwcnbräu in München, 
mit den untersuchten obergärigen spricht nicht zugunsten der ausgewählten Bremierei- 
hefeii, deren enzymatischer Apparat zu ärmlich erscheint. In bezug auf Gärwirkung 
und Vollständigkeit der Vergärung auch bei Gegenwart von Alkohol ist die Bierhefe 
jenen Oberhefen überlegen. 

Wir verglichen den Einfluß eines Gehalts von 10 Vol.-% Alkohol auf die Ver- 
gärung von Maltose durch Löwenbräuhefe und durch die Hcferas.se II. Die Gärwirkung 
der Brennereihefe war viel stärker gehemmt. 

b (■) w e 11 1 ) r ä u li t' f e (0.88 g feucht o, > g trocken) mit Nährstoffen ; 

20 ccm 5prüz. Mallose, enthaltend 2 ccm Alkohol. 30 ’. 



<:>o I 1 8 

240 126 


40 142 

[233] lireiinereihcfe 11 {0,88 g feucht 0,3 g trocken) mit Nährstoffen; 

20 ccm 5j)ro7.. Malto.se, enthaltend 2 c('m Alkohol. 30''. 



Eür die Sy.stcmatik der Hefen hat schon E. Cur. Hansen*) nachdrücklich 
das Verhalten gegen die verschiedenen Zuckerarten herangezogen, also den Gehalt 
des Pilzes an bestimmten zuckersi)altenden Enzymen. Als systematisches Prinzip 
sdiien dieser Gesichtspunkt ungeeignet zu .sein, als DitbourgG angab, daß invertin- 
freie Hefe beim Gewöhnen an Rohrzucker Invertin bilde, und daß Galaktose nicht 
vergärende Hefe durch Anpassung zum Vergären dieses Zuckers gebracht werden könne. 
Indes.sen hat eine sorgfältige Nachprüfung von A. KUK'Knrr ^ diese von Duclaux'^) 
^ Berlin i^oq, S. 413. 

) ,,tber da.s Verhalten der Alkoliolgärung.spilze zu den Zuckerarten“, iMeddelelser fra Carls- 
XTg Laboratoriet, 1hl. 2, Heft 5, 8. 220 [1888] und ( 4 e.samniclte theoretische Abhandlungen über 
(xarungsorganisnicn von K. Chr. Hansen, Jena 101 1, vS. 226. 
b Compt. rend. Bd. 128, S. 440 [1899]. 

b Compt. rend. d. Trav. du Laboratoire de Carlsberg, Bd. V. 8. 58 [1903J; ü])er Gewöhnung 
an (jalaktose siehe P. Lindnkr in H. PAuacr und P. Ijndnkr, Chemie der Hefe und der alko- 
lohschen Gärung, beipzig 1915, 8. 29, und bc.sonders das Kapitel ,,Hervorrufung einer latenten 
vnzymwirkung“ in II. v. IWeer, Chemie der Pmzynie, 2. Auflage, 1920, 8. 293. 
b l'raite de microbiologie, Bd. HI [i9(k)]. 
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betonten Angaben über Gewöhnung an Rohrzucker widerlegt und bestätigt, daß die 
Bildung bestimmter zuekerspaltender Fermente eines der beständigen Artmerkmale 
darstellt. 

Der Gehalt an gewi.sscn nicht allgemein verbreiteten Knzymen dürfte charak- 
teristischer und vermutlich konstanter sein als die Kigentümlichkeit, ober- oder unter- 
gärig aufzutreten. 

Damit die rilzarten und Rassen durch ilircii Gehalt an zuckersi:)altenden und 
zuckervergärenden Knzymen erfolgreicher und vollkommener als bisher charakterisiert 
werden können, [234] ist es notwendig und anzirstrebcn, die Analyse ( 1 er Enzyme, 
vor allem ihre (|uantitativc Bestimmung im Filze .selbst weiter auszubilden. 

Die Zahl der Polysaccharid hydrolysierenden Enzyme ist, wie die voranstehenden 
Abhandlungen ergeben haben, größer als man annahm. Ein Ergebnis der vorliegenden 
Arbeit ist es, daß auch die Anzjdil der Zynia.sen beträchtlich gnißer ist als man an- 
nahm, da zusammengesetzte Zucker ohne vorangehende Hydrolyse durch die Wirkung 
ganz spezifischer Zymasen vergoren werden. Da es maltasefreie vSaccharomycesarlen 
gibt, die Maltose nicht vergären können (wie vSaccharomyces Marxianus Hansen, 
und S. exiguus Hansen), und solche, die doch Maltose vergären, so ist der Unter- 
schied im Fehlen oder Vorhandensein der .spezifischen Maltose-zymase zu suchen. 
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64. ÜBER LACTASEGEHALT UND GÄRVERMÖGEN VON 
MILCHZUCKERHEFEN. 

^ Oll Richard Willstätter inid Gertrud Oppenheimer. 

(Mitteilung aus dem Cliemisclicii haboraloriiim der lüiyerischen Akademie der W’issenseliafteii 

in ^liincheii.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 

(Der Redaktion /.ugegangeii am .(. Oktolier 1921.) 

Um Enzympräparatc aus Hefe genauer zu beurteilen, ist es nötig, die quantitative 
Analyse der kohlehydratspalteiiden Enzyme zu vervollständigen. Wird diese Analyse, 
wie es für vSaccharase seit langem gelungen ist, in jedem einzelnen Fall noch einen 
Schritt weitergefülirt, nämlich die Bestimmung der enzymatischen Leistungen im 
Pilz selbst ausgeführt, dann ist die Alöglichkeit vorbereitet, die Arten und Rassen 
der Hefen vollkommener als bisher durch ihren Gehalt an zuckerspaltenden und 
vergärenden Enzymen zu kennzeichnen. Für die einzelnen enzymatischen Kom- 
ponenten des eigentlichen Zymasesystems ist man freilich noch sehr weit von diesem 
Ziel entfernt. Die enzymatische Einrichtung der Hefe für Gärung läßt sich vorläufig 
nur als ein Ganzes durch die Messung des Cuirverlaufes beobachten. Aber auch dieser 
kleine Teil der für die Zyma.se zu lösenden analytischen Aufgabe wird zur Charak- 
terisierung der Hefen viel beitragen. 

Eine vStudie über die quantitativen Beziehungen zwischen kohlehydratspaltenden 
und vergärenden Enzymen hat vor kurzem zu dem Ergebnis geführte daß gewisse 
Hefen, die in großem Maßstab für die ^Malzzuckervergärung angewandt werden, 
wenig [169] oder keine Maltase und reichlich Maltose unmittelbar vergärende Zymase 
enthalten. Die vorliegende Untersuchung behandelt nun die l'rage, ob analog auch 
der Milchzucker von gewissen Hefen direkt vergoren wird. 

Über die Kinetik der Hefelactase war noch zu wenig bekannt. Das Enzym wirkt 
optimal in neutralem Medium. Der zeitliche Verlauf der Milchzuckerspaltung weicht 
vom Gesetz der monomolckularen Reaktion stark ab und entspricht ganz der M^ltose- 
und a-Glucosidhydrolyse durch die Hefenenzyme. Die Kefirlactase ist von der Emulsin- 
lactase verschieden. Dies wurde schon von H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und 

' R. WIUSTÄTTKR und W. vStkibki.T. Diese Zs. Bd. 115, vS. 211 [iq-mJ {Ahh. 6j). 
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K. Horton' walirsclieinlich gemacht durch den Nachweis, daß Kcfirlactasc durdi 
Galaktose, Mandellactase durch Glucose gehemmt wird. Her Vergleich beider Haetaseii 
hinsichtlich der Reaktionskinetik bestätigt ihre Versdnedenheit; denn in einer vor 
kurzem in dieser Zeitschrift veröffentlichten Arbeit* von R. Wiij.sTÄTTKR und 
\V. CsÄNYi „Zur Kenntnis des Kmulsins" ist die Mandellactase durch die optimale 
\\ asserstoffzahl 4,2 bis 4,() und durch den genau monomolekularen Verlauf ihrer 
hydrolytischen Wirkung gekennzeichnet worden. 

In zahlreichen Kulturen dreier Milchzuckerhefen haben wir die T.aetasewirkung 
quantitativ bestimmt. {>ie differiert gemäß den l.actasezeitwcrten 4000 bis 7 in sehr 
weiten ('irenzen, ähnlich wie die Maltasezeitwerte von Brennereihefen. Ilberraschend 
finden wir die bei anderen Hefen noch nicht beobachteten großen v^chwankungen 
bei annähernd gleichartig und fast zu gleicher Zeit gezüchteten Kulturen derselben 
Milchzuckerhcfe; eher erklärlich sind die Differenzen, die beim Verändern der Nahrung 
auftreten. Auch das Gärvermögen für bacto.se, Gluco.se und Galaktose ist auffallend 
ungleich. Die I\rilchzuckergärung durch Hefe von bekanntem T^actasewc'rt weist keine 
I «iiallele, überhaupt gai keine Beziehung auf zwischen dem Gehalt dt'r Hefe an kohle- 
hydrats])altendeni Knzym und an Zymasen. 

Ks i.st kaum zu bezweifeln, daß in manchen Bällen der [170] Gärung von iMilch- 
zucker .seine vSpaltung vorangeht. Aber gewisser i.st es, daß der Milchzucker ohne 
vSj)altung \ ergoren werden kann. Ks kommt vor, daß bactose rascher gärt als das 
entsprechende Gemisch von Glucose und Galaktose, und es kommt vor, daß die bactose- 
gärung \iel rascher verläuft als ihre Hydroly.se durch die nämliche Hefe unter opti- 
malen \ crlniltnissen. bnterbricht man die bactosegjirung an einem Irüheren oder 
s|)citeien 1 unkt, so trifft man in der Zuckerrestlösung keine Monose an, auch nicht 
im \ ersuch mit lactase*reicher Hefe, w'ähreaid e^s e*in leichtes i.st, bei dcT Gärung des 
Rohrzuckers schon bald .seine beiden Komponenten in der Zuckerlösung zu finden. 

B e s t i 111 m u n g s 111 e t h o d e. 

Die W irkung der bactase .soll entsprechenel derjenigen von Maltase und ^-Methyl- 
glucosidase durch den Zeitwert in Minuten gemessen werden, welche 1 g trockene 
Hefe oder die dieser Menge entsi)rechende Knzymlösung brauchen würde, um bei 
30 und optimalem in 50 ccm bösung 2,5 g bactose (Hydrat) zu hydroly.sieren. 
Als günstige W a.sser.stoffzahl wird mit Vorbehalt ungefähr 7 angenommen. vSie wird 
mit 10 ccm Bhosphatpuffer nach vScjrensen im X'erhältnis von 3,8 prim.: b,2 sek. 
Salz eingestellt. Ibs .seinen zweckmäßig zu sein, eine große Puffermenge anzuwenden, 
z. B. 73-niolares Pho.sphat, d. i. 360 mg Na2HP04 . 21120 4 175 nig KH2PO4. 

Kür alle Versuche diente wasserhaltiger Milchzucker von [^]i) = 1 52,53 " '). Seine 
Reinl;eit wurde durch jodometri.sche Be.stimmung nach Wtij,stätter und vSciiudee 
bestätigt, die wie für Gluco.se auch für J/actose und Malto.se anwendbar ist. 

‘ Proc. Roy. vScjc., Ser. R. Bd. 80, S. .^21 [1908], * Abh. 77. 

') ('herein.stiniiiiend mit K. v. Eippmann. Die Chemie der Zuckerarten. 3. Aiifl., S. 1528. 
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0,1500 g Lactose erforderten 8.51 ccm "/,o-Jo(j,- gef. 0,1406 g. 

0.0750 g ,, ,, 4,i0 ccm gef. 0,0740 g. 

Da die jodoiiietrische Analyse durch die stickstoffhaltigen Verbindungen in den 
Lactaselösungen tinanwendbar gemacht wird und die polarimetrische Be.stimmung 
geringe Ausschläge gibt, analysieren wir die ('.emische von Lactose und ihren 
[171] Komponenten in allen Fällen mit der Kui)fcrniethode unter den Bedingungen 
von Bertrandü Unter den Verhältnissen der enzymatischen Lactosespaltung er- 
mittelten wir Kupferwerte von 10 zu 10% Spaltung, indem wir 5 proz. Lösungen 
der Lactose (wasserhaltig) und der äquimolekularen Gemische von (.'ducose und Galak- 
tose in den verschiedenen V'erhältnissen aus Büretten in 25-ccm-Kolben einfließen 
ließen, woraus nach Erwärmen auf 30° 5 ccm entnommen und auf 100 ccm aufgefüllt 
wurden. Zur Bestimmung dienten 20 ccm. Der Bestimmungsfehler überschreitet 
nicht d_o,o5 ccm rermanganat, aber die.ser Differenz entspricht schon ein Unter- 
schied von rt 2,5 % Lactosespaltung. 


Tabelle i. Kupferzalileii der (äemisclie von Lactose und (ölucose i (ralaktose. 


Raetnse 

ccm 

Glucose + (,laliiktoS(“ l’cnii. 

ccm 

( 0,160 11) 

Kupfer 

niK 

Kupfcrniittchvert 

niK 

.,0 

0 6,10: 

6.15 

62, l 

62,6 

^^2,35 

0,9 

0,1 , 6,30; 

6,3 q 

04. T 

64,0 

64.35 

0,8 

(),()(.): 

6,65 

67.2 

67.7 

67.45 

0,7 

0,3 6,()0: 

6,(;( 1 

70, 2 

70.2 

7(),2 

0,6 

0.4 7.15: 

745 

72.8 

72.8 

72,8 


‘->'5 7 - 45 ? 

7,50 

75-8 

76.1 

76,15 

. 0,4 

0.6 7.65; 

7,70 

77.9 

78,4 

78,1 5 


0.7 1 8,0(); 

8 .( K ) 

82,3 

82,3 

82.3 

0,2 

0.8 ! 8,38; 

8,38 

85.3 

85.3 

85,3 

0 

1,0 ' 0.00: 

O.fMJ 

9 1 .6 

9T.Ö 

9 1-6 


Die Versuche mit Lactase wurden demgemäß so angesetzt, daß wir die 10 proz. 
Lösungen von Lactose (2500111) mit 10 ccm ^/^mol. Bho.sphatmischung, mit Knzym 
und Wasser auf 50 ccm brachten und die Reaktion bei 30 stattfinden ließen. Proben 
von 5 ccm wurden entnommen und zum [172] Abbrechen der Knzymreaktion in 
mit 5 ccm 2n-vSoda beschickte Mcßkolbeii eingetragen, um ein Fünftel zur Kupfer- 
bestimmung anzuwenden. Der Sodazusatz ist ohne Einfluß auf die Permanganat- 
mengen. 

Das />u-Optimum prüften wir bisher nur mit verflüssigter Hefe, noch nicht mit 
Lactaselösungen, da die schwierig wachsenden Kulturen uns nur in geringen Mengen 
zur Verfügung standen und da sie oft enzymarm waren. Die Hefen wurden unter den 
Bedingungen der Malta.sebcstimmung von Wiilstättkr und Steibklt angewandt, 
nämlich mit abtötenden Lösungsmitteln verrieben, worauf man die entstandene Säure 
vorsichtig mit iproz. Ammoniak neutralisierte. Eine Unsicherheit in diesen Ver- 

' BkrTrand und Thomas, Guide de cliiniie biolog., H. Aufl., S. 85 [1915]; Abdrrhaijikn, 
Handb. d. bioeheiu. Arbeitsmeth., I. Aufl., 11. 13 d., vS. 181. 

Willstätter, Rnzyme. 
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suchen bestand darin, daß die Hefen und zwar besonders die laetasearnien große Wider- 
standsfähigkeit hinsichtlich ihres Gärvcrmögens zeigten. Es kam öfters vor, daß 
auch nach der Verflüssigung durch das Zellgift die Gärwirkung auf Milchzucker noch 
bedeutend und anhaltend w’ar. Damit hängt vielleicht auch die scheinbar ungleiche 
Geschwindigkeit der Eactosespaltung bei Anwendung verschiedener abtöteiider Mittel 
zusammen. 

\’crgk'ich iwulralcr und spiiiTinveise saurer Reaktion. 1,5 g S. fragilis von 25% Troeken- 
gelialt wurden mit Cliloroform verflüssigt. Bei pn - 0,5 betrug in 6 Stunden die vSpaltnng (75,9 mg 
Cu) 49%, entsprechend dem Zeitwert 68, bei p\\ 7 erreichte sie denselben Grad (75/) mg Cu) 

in 5 vStunden gemäß dem Zeitwert 52. 

Xeiitrale und spurenweise alkalische Reaktion. Ivine andere Kultur (i g, 25% Trocken- 
gewicht) derselben Hefe und zwar unsere lactasereichste von vS. fragilis wurde teils mit Chloro- 
form, teils mit Essigester verflüssigt. 

Pn 7- Versuch mit Chloroform. 

Nach 2 Stunden 75,311^4 Cu, entsprechend 47% vSpaltnng und Zeitwert 17. 

Versuch mit Essigester. 

Nach 2 Stunden 71,4 mg Cu, entsprechend 35% vSpaltnng und Zeitwert 26. 
pn - 7.3- Versuch mit Chloroform. 

Nach 2 vStunden 74,3 mg Cu, entsprirhend 44% vSpaltnng und Zeitwert 20. 

Versuch mit Essigester. 

Nach 2 Stunden 70,4 mg Cu, entsprechend 31% vSpaltnng und Zeitwert 38. 

[173] Hiernach .scheint neutrale Reaktion etwa.s günstiger zu sein als schwach saure 
und als s|)uren weise alkalische. 

Proportionalität von Reaktionsgeschwindigkeit und Ejizymmenge ist in den von 
Iv 1'. ArmstkoncH veröffentlichten Versuchen nicht erreicht worden. Wir fanden 
gleichfalls bei Versuchen mit wenig bacta.se und sehr langer Dauer zu geringen Um- 
satz, offenbar deshalb, weil das empfindliche Enzym verdarb. Indessen fanden wir 
im engeren Bereich (1:2) genau Ixestätigt, daß die Zeiten gleichen Umsatzes sich 
umgekehrt wie die Phizymmengen verhalten b Dafür war die Eactasclösung aus 
S. fragilis durch \ erflü.s.sigung, Neutralisieren und Wrreiben mit vSand dargestellt; 
5 ccm (Zeitwert 520) entsprechen 0,23 g trockener Hefe. 

5 (Till lüizym bewirkten in 4 vStunden in 50 ccm 14% vSpaltung; gef. 65,4 mg Cu. 

]() ccm Enzym bewirkten in 2 vStunden in 50 ccm 14% Spaltung; gef. 65,4 mg Cn. 

In ihrem zeitlichen Verlauf entspricht die Uacta.sewirkung weitgehend den vor 
kurzem tintersuchten^ Reaktionen der Hefemaltase und ^-Methylglucosidase. Diese 
drei in neutralem und spurenwei.se saurem Gebiet optimal verlaufenden Hydrolysen 
zeigen einen vom Gesetz der monomolekularen Reaktion stark abweichenden Verlauf. 

' IToc. Roy. vSoc. Bd. 73, vS. 500 [1904]. 

* bei (kr Ik-.stimniung der Bacta.sezeitwerte waren wir öfters genötigt, mit zu kleinen riefe- 
mengen zu arbeiten und die Berechnung unter Vorau.s.setzuiig einer in weiteren Grenztui geltenden 
Proportionalität aii.szuführen. 

^ Diese Zs. Bd, iio, vS. 232 I1920J und Bd. 115, vS. i(;9 [1921] [Ahh. 61 und 76). 
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Die Gcscliwindigkeitskonstanto fällt mit 
fortsclireiteiider Reaktion regelmäßig und 
bedeutend ab. Die Tab. 2 stellt einen 
Versuch dar mit ],actosel()snng vom Zeit- 
wert 75 aus v^. fragilis, einer Kultur vom 
Zeitwert 60; [174] die Dactose wurde in 
ihrer 5proz. Tüsung während 9 vStimdcn zu 
87% gespalten. Dieses Beispiel liegt der 
Reaktionskurve (Abb. i) zugrunde, mittels 
deren aus den beobachteten Milchzucker- 
spaltungcn die Zeiten der 5oproz. Hydro- 
lyse abgeleitet wurden. 
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Tabelle 2. Zeitlicher Verlauf der Lactosespallung. (30', />n " 7; 5proz. Laelo.se; Lactase 
dargCvStellt ans 0,8 g vS. fragilis.) 


Zeit 

Müuilcti 

Cu 

niß 

.Spaltuiu: j 

t a-x 

0 1 

02.4 

0 


30 

60,4 

28 

47b 


7 ' -9 


389 

60 

72,6 

40 


70 

7 .b 9 

4 } 

349 

80 

75.- 

47 

345 

00 

7 L 8 

49 

3-5 

I iü 

77 . • 

55 

3' 5 

•.Ls 

78,8 

62 

3 1 1 

172 

80.3 

Ü5 

295 

210 

81.8 

b() 

243 

270 


7 .b 5 

214 


8 VS 

‘^4 

204 

550 

<V .3 
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[175] Lactasegehalte der Hefen. 

J.aetase hat zuerst IVL W. Beijkkinck*) in Kefir- und in Käsehefe nachzuweisen 
versucht, aber seine Beweisführung hat keine Anerkennung gefunden. vSeine beiden 
Hefen, vSaccharomyces Kefir und vS. Tyrocola werden übrigens von A. Jörgi<:nsenG 
zu den Nichtsaccharomyceten gezählt, wie man auch die .schon früher beschriebenen 
Milchzuckerhefen von P'. DuCEEAUxb und von L. Adamictz’) als Torulaarteii 
auffaßt. 

Zn diesem Ergebnis ist .schon 1906 11 . V. BarENDRIvCHT (Zs. phys. Chein. P.d. 54, vS. 367 
[1906]) hinsichtlich der Kinetik von Kefirlacta.se gekonnnen; nnscre Reaktioii.sbedingnngen sind 
den seinigen ähnlich, nur i.st bei Bari<:ndrivCHT die angewandte Ilefemenge nieht bestimmt, 
b Zbl. f. Bakteriologie und Para.sitenkniide Bd. 6, S. 44 (18S9J. 

Die Mikroorgantsnien der Oärnngsindnstrie. 5. AiifL. Berlin 1000. S. 40O. 
b Ann. Inst. Pasteur Bd. i, S. 573 [1887] und Bd. 3, vS. 201 [iSSc;]. 

'’) Zbl. f. Bakt. n. Parasitenk. Bd. 5, 116 [i88<d. 
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Den Nachweis von Lactase hat zuerst BmiIv risciiEK" mittels der Osazoiniiethode 
erbracht. Kr stellte aus Kefirkörnerii, am besten nach späteren Angaben aus frisch 
von der ^lolkerei bezogenen und gewaschenen, durch zweitägige Kinwirkung von 
Toluol Wasser bei 20 bis 23° eine Enzymlösung dar, die bei 30 bis 35'" in 20 vStunden 
eine reichliche Menge Milchzucker spaltete. Diesen Versuch wiederholte Ftschkr, 
wobei aber nur ziemlich schwache Wirkung zu beobachten war, mit dem wäßrigen 
Auszug einer aus der Berliner X'ersuchs- und Kehrbrauerci stammenden reinen Milch- 
zuckerhefe, die zuvor lufttrocken mit Glaspulver sorgfältig zerrieben werden mußte. 
Wel wirksamer war bei Gegenwart von Chloroform die Milchzuckerhefe selbst. Die 
Autoly.se der Hefe hat also nur geringe Kactaseausbeute geliefert. Weitere Anhalts- 
punkte über Ausbeuten an gelöster Lactase und Angaben über Lactasegehaltc von 
Hefen scheint die Literatur nicht aufzuweisen. 

[176] Kefir in frischem Zustand w'ar für uns unzugänglich. Kefirkörner des Handels 
erwiesen sich als \ erdorben. Aus dem Orient bezogen wir ein besseres Material, dessen 
Alter aber auch zweifelhaft war. Diese Kefirkörner bewirkten wohl Milchzucker- 
gärung, aber sie lieferten uns, nach den Angaben der Jäteratur mit Wasser bei Gegen- 
wart von Toluol behandelt, in mehreren Versuchen gar keine l.actase in Lösung. 

Für unsere rvactascbestinimungeu kamen daher nur frische Reinkulturen von 
Ärilclizuckerhefen in Betracht. Kür die meisten Versuche* diente der im Laboratorium 
von A. JÖKGEK.SEN entdeckte, zu den echten ►‘saccharomyceten zählende vS. fragilis 
Jörgensen') und zwar eine Reinkultur, die von Herrn Dr. K. Oeiiekeks, Assistent 
des gärungsphysiologi.schen Laboratoriums der Akademie für J.andwirtschaft in Weihen- 
stephan, aus dem Laboratorium von Prof. Jörgenesen in Kopenhagen bezogen und 
in Hefewasser mit Lactosezusatz weiter gezüchtet war. Von Herrn Dr. Oehi.kers, 
dem wir für seine freundliche Unterstützung zu Dank ver])flichtet sind, erhielten wir 
von Zeit zu Zeit Reinkulturen des Pilzes, auf Watte geini])ft, die wir mit wiederholt 
sterilisiertem und filtriertem Hefedekokt unter Zusatz von 7 bis iü% Lacto.se bei 
26"' weiterzüchteten. In günstigen Fällen betrug die Ausbeute in 14 Tagen in 3 Kolben 
von etwa 3 1 Inhalt zusammen 8 bis 20 g. Sie war manchmal etwas besser, wenn statt 
der Hefeabkochung sterilisierte Bierwürze unter Zu.satz von Milchzucker angewandt 
\Mirde, aber die so gezogene Hefe scheint ärmer an Lactase zu sein. 

Ferner untersuchten wir zwei Milchzuckerhefen, die das Iknliner In.stitut für 
Gärungsgewerbe zur Anfügung .stellte, bezeichnet vSp. 60 a und Sp. 102. Aus den Agar- 
kulturen wurde die Hefe in der wissenschaftlichen vStation für Brauerei weitergezüchtet, 
deren Direktor, Herr Prof. Dr. LÜERvS, uns in dankenswerter Weise untersützt hat. 

Cheiii. Per. Bd. 27, vS. [1894] und Pd. 27, vS. 3479 [1894]; L. r'r.scnEK und Jv. F. Arm- 
strong, Cheni. Per. Pd. 35, vS. 3144 [1902]; K. FisciiER und G. Zempien, Ann. d. Cheiii. Pd. 372, 
vS. 254 [1910], Die besten Angaben für Kefirlacta.se sind in der letzten Arbeit veröffentlicht. Kine 
etwas abweichende Vorschrift zu ihrer Darstellung gibt F. F. Arm.sTrong, Proc. Roy. >Soc. Pd. 73. 
S. 500 I1904J. Ferner finden sich beinerkeiKswerte Angaben üIkt Züchtung von Kefirhefe in 
Molken und Darstellung einer Lacta.selö.sung bei H. F. Par]<:ndrecht, Zs. physik. Cheni. Pd. 54, 
8.367(1906]. 

') .\. JÖRGKNSrCN, Die Mikroorgaiiisineii in der (Tärungsindiistrie, 8. 377. 
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Als Kulturflüssigkeit diente teils anorganische Nährlösung mit Zusatz von Pepton 
[177] und Zucker, teils kalt bereiteter Malzauszug oder, anscheinend am günstigsten, 
eine Mischung beider mit Zusatz von ro% Milchzucker. Die beiden Hefen wuchsen 
sehr langsam, im besten Fall betrug die Ausbeute in 2 Wochen 2,5 bis 3 g. 

In frischer Hefe läßt sich vSaccharase ganz ebenso wie in wäßriger Lösung (juanti- 
tativ bestimmen, dabei bedingt es keinen erheblichen Unterschied, ob man mit Zell- 
giften die Gärung ausschließt oder nicht, sie macht sich in der kurzen Zeit und bei der 
niederen Temperatur der Bestimmung nicht störend bemerkbar. Dagegen läßt sieh 
J.aetase ebenso wenig wie Maltase ohne besondere Maßnahmen in frischer Hefe oder 
in abgetöteter bestimmen. Die Methode der Maltasebestimmung in Hefe von Wiu.- 
STÄTTKR und vSTEimCbTU die auf rascher Verflüssigung der Hefe mit abtötenden 
Mitteln, Neutralisieren der auftretenden vSäure und Fänstellen der günstigen Wasser- 
stoffzahl beruht, ließ sich auf Lactase übertragen und gab Werte, die nach der T^r- 
fahrung als wahrscheinlich anzusehen sind. 

Wird die Hefe mit dem abtötenden Mittel sorgfältig verrieben, so tritt im all- 
gemeinen keine (Firiing mehr ein, aber Ausnahmen kamen vor, sogar nach zwei- 
tägiger Einwirkung von Chloroform und Toluol. Darauf muß man sorgfältig achten. 
Wenn bei maltasefreien oder maltasearmen Hefen die Gärwirkung manchmal hart- 
näckig andauert, so wird das Vorhandensein einer kleinen Maltasemenge oder ein 
Plus von Maltase vorgetäusclit. Bei der Lactase wird durch Gärung der Zeitwert im 
entgegengesetzten Sinne ent.stellt, so daß er zu niedrig ausfällt. Es wäre am besten, die 
.\nalyse so zu vervollkommnen, daß nach der ZeitwertbevStimmung die Hydrolyse bis zum 
Ende weitergeführt würde, wobei ein Zuckerverlust durchGärung nicht unbemerkt bliebe. 

Die Bestimmung wurde wie für IMaltase ausgeführt, i g frische Hefe von bestimm- 
tem Trockengewicht (besser ein Mehrfaches davon) verreiben wir in einem Becher- 
gläschen mit dem Glasstab mit 3 bis 4, selten etwas mehr Tropfen Chloroform 4 bis 
5 Minuten lang, bis die Verflü.ssigung vollkommen ist. Die [178] Hefe wird mit 5 ccm 
Wasser verdünnt und mit iproz. Annnoniak neutralisiert, wovon meist einige Zehntel 
bis zu 1 ccm erforderlich sind. Dann S])ült man die Hefe quantitativ mit ].,actose 
und Puffer in ein Meßkölbchen. 

Die Lactasezeitwertc unserer Hefen, die auf der folgenden vSeite in der Tab. 3 
zusammengestcllt sind, bewegen .sich ähnlich wie die Maltasezeitwerte der früher 
untersuchten in w'eiten Grenzen. Die günstigsten Kulturen des vS. fragilis und der 
Berliner Milchzuckerhefe 60 a übertreffen in den Eactasezeitwerten von ungefähr 
10 bis 20 die Maltosespaltung der be.sten bi.sher analysierten Brauerei- und Brennerei- 
liefen. Aber die Eaetasewerte sind merkwürdig schwankend. Sie hängen vom phy- 
siologischen Zustand der Hefe in einer noch nicht zu erklärenden Weise ab, wahr- 
scheinlich haben die Kulturbedingungen, namentlich die Nahrung Einfluß darauf. 
Es wird durch die quantitative Analyse der enzymatischen Leistungen künftig möglich 
sein, diese Beziehungen zu untersuchen. 

' Diese Zs. Ud. in, S. 157 [lO-’o]. 
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rvactaselösuiigeii. 

Nacli alteren Angaben soll frische, d. li. nicht getrocknete Hefe zwar Invertin, 
aber nieht Maltasc und laictase an Wasser abgeben. ,,Es gilt indessen für alle diese 
Knzymc, daß sie nicht nur von der lebenden, sondern auch von der abgetöteten, aber 
noch unversehrten Hefezelle zurückgehalten werden. In allen Inillen bildet für sie 
die Zellinenibran eine schützende vSchicht. Sic muß entweder niechaniseh, viel schwerer 
als angenomnien wurde, oder durch enzymatischen Abbau zerstört werden.“ Wie 
nach diesem Ergebnis einer Untersuehung von R. Wiij,vSTÄTTER und In Rackk ^ die 
früheren Anschauungen hiirsichtlich der Exosnio.se des Invertins zu korrigieren sind, 
so ist andererseits auch die Angabe nicht stichhaltig, daß Ractase und Maltase im 
Gegensatz zum Invertin nur nach Trocknung der Hefe mit Wasser ausgezogen 
werden, h'ür die Maltase i.st bereits vor kurzem nachgewiesen worden, daß sie 
aus Hefe ohne ihre Trocknung herau.sgelöst werden kann, wenn die auftretende 


[179] Tabelle y Zeitwerte einiger ^lildizuekcrhefeii. 


.\r. 

Datum 

Hefe Xälirlösnng 

.Mcukc 

Tidk- 

kcn«i'- 

halt 

\'cr- 

suohs- 

zdt 

Cu 

Sp.'ü- 

timg 

zfilwcrl 





'.’n 

Miii. 

mg 

% 


I 

1021 
ri. III. 

vS. üagilis Ilcfcdckokt 

**■75 

1 

1 

1 yH> 

1 4 -’‘> 

75.9 

7X9 

49 

92 

52 

50 

2 

10. V. 


0,5 

2 T 

i 20 

75.5 

47 

17 

3 

5. VH, 


1,0 

1 30 

240 

77.,5 

55 

60 

4 

17. VI. 

Bierwürze 



l.> 9 .^” 

I5700 

05,0 

66,4 

14 

17 

2880 

27(.)0 

5 

22. VI. 

Dieselbe Probe, vom Gären zurückgewonnen 

0.25 

28 

4410 

^>4.4 

1 3 

2880 

6 

1. VII. 

vS. fragil i.s Bierwürze 

"■5 

29 

3 OCX» 

99.9 

20,5 

1 500 

7 

II. VII. 


1 ,0 

' 2<y 

2<Sq 

08,(4 

24.5 

30 ( ) 

<s 

18. VH. 


0,8 


14-10 

7 - 04 ' 

39 

()2( ( 

9 

6, V. 

Berlin Sp. 9 oa auorg. Xälirlös. mit Pepton 

0,25 

i .30 j 

1 4 .^ 

[ 120 

99.3 

77.4 

27 

59 

1 1 






1 120 

97,7 

21,5 

35 

10 

24. V, 

,, 60a kalter Malzau.szug 

0,25 

25 - 

240 

70,8' 

33 

1 






1 4H0 

77.3, 

55 

25 

1 1 

25. VII. 

,, ,, 60a anorg. Xäbrlö.s. j Malzau.szug 

1 ,0 

i 

45 

71.4; 

35 

25 

12 

27. VH. 

,, ,, 102 anorg. Nälirlö.s. 1- ilalzauszug ' 

1 ,0 

20 

T20 

70.4, 

3 1 

Oo 


[180] Säure neutralisiert wird. Die früheren negativen Beobachtungen sind auf die 
in der abgetöteten Zelle entstehende Säure zurückzuführen, auf die zerstörende 
Wirkung, die sie auf die empfindlichen Enzyme ausübt, und auf die hemmende 
Wirkung, die den Nachweis der doch in Rösung vorhandenen, aber nur in neutralem 
Medium gut wirkenden Enzyme verhindert. 

Für die Racta.se gilt das Nämliche wie für Malta.se. Emu. Fischers') Angaben 
für das Verhalten reiner Milchzuckerhefe lauten: ,, Weder die frische, noch die an der 

' II. Abhandlung, Eiebig.s Ann. der Clicni. (iin Druck). 

') Cheni. Ber. Bd. 27, S. 3479 [1894], und zwar vS. 3481. 
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Luft getrocknete Hefe gab an Wasser von 30'^ ini Laufe von 20 Stunden das Milch- 
zuckerenzym ab, wohl aber fand dies statt, als die lufttrockene liefe mit Glaspulvcr 
sorgfeältig verrieben war.“ 

Es ist unerläßlich, die Auflösung der Enzyme aus den Pilzen mit quantitativen 
Analysen zu verfolgen. Man erkennt erst dann die Hindernisse, die zu überwinden 
sind, um Verfahren au.szuarbeiten, die einigermaßen gleichmäßige Resultate geben. 
Dies gilt besonders dann, wenn die Beschaffenheit, der Enzynigehalt und die Wider- 
standsfähigkeit des Pilzes von Rasse zu Rasse und dann noch von Kultur zu Kultur 
wechselt, und cs gilt besonders für die empfindlichen Enzyme, zu denen die Jvactase 
zählt. Während bei der Invcrtindarstellung die Enzymausbeute im Extrakt p Hefe- 
rückstand gewöhnlich gleich, unter Umständen sogar erheblich größer als im Ausgangs- 
niaterial ist, pflegt die Bestimmung der Lactasc in den Hefeauszügen -f Rückständen 
AA^rluste anzuzcigen. 

Um ohne Trocknung aus der Hefe Lactase zu isolieren, wurde die Hefe, näm- 
lich 5 g >S. fragilis (vom Zeitwert 300) in frischem Zustand durch Verreiben während 
etwa IO Minuten mit i ccm Chloroform verflüs.sigt, dann mit 7 ccm Wasser verdünnt 
und vorsichtig mit iproz. Ammoniak (1,1 ccm) neutralisiert. Im Laufe von 6 vStunden 
war die Flüssigkeit wieder merklich sauer, sie verbrauchte noch 0,3 ccm Ammoniak, 
dann entstand keine Säure mehr. Nach einem Tage, besser nach zwei bis drei Tagen, 
filtrierten wir die Lactaselösung ab; die Ausbeute, recht schwankend bei verschiedenen 
Versuchen, [181] betrug beispielsweise 39 (nach einem Tag) und 77% (nach drei Tagen). 

Pis ist mühsamer und nicht ergiebiger, die enzymatische Freilegung zu ersetzen 
durch weitgehende Zerstörung der Zellstruktur des Pilzes b So verarbeiteten wir 
dieselbe Kultur von S. fragilis nach der gleichen Art und Weise der Verflüssigung 
und Neutralisation durch zweistündiges X'erreibon mit etwas Kie.selgur und viel See- 
sand (5 g Hefe, 1,5 g Gur, 20 g Sand). Dann schüttelten wir die Mas.se 30 Minuten 
lang mit Wasser (25 ccm) an und fanden im Filtrat eine Aiisbeute von 58% der Hefe- 


lactase. 


Nach I Tag . . . . 
Nadi 272 Tagen. . . 
2 vStunden zerrieben . 


onlspioi'licnil Vi rsuchszi it 

K HOc Min. 

Cu 

mg 

.'^paltuiiu 

Zdtwcrl 

0,54 270 

Ü7.4 

20 

780 

0,70 J8() 

b0,4 

28 

390 

0.4b 120 

b5.4 

14 

520 


In einem Beispiel der Darstellung von Lactase aus luftgetrockneter Hefe ohne 
Zerkleinerung und ohne Toluolzusatz verarbeiteten wir 2 g getrockneten S. fragilis 
vom Zeitwert 60 mit 20 ccm Wa.sser unter sorgfältigem Neutralisieren (Tüpfeln auf 
Lackmus) der entstehenden vSäure mit i proz. Ammoniak. Dafür waren sogleich 
0,4 ccm, nach 2 Stunden wieder 0,6, nach 6 weitere (),(b nach im ganzen 22 Stunden 
noch 0,2 ccm erforderlich. Nach einem Tage trennten wir die Lactaselösung (16 ccm, 
entsprechend 1,6 g Hefe) mit der Zentrifuge ab und fanden in ihr 81 % der theoretischen 
Enzymmenge. Diese Lösung hat für die Bestimmung der Zeitkurve gedient. 

' Vgl. dazu R. Wii,i,sTÄTTKk und P. Rackiv, Liebigs Ann. der Clicin. bd. 425, S. i [1020/21], 
und zwar vS. 38. 
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Lösung aus 0,8 g trockener Hefe, Versucliszeit z. B. 90 ]\linuten, Cu 75,8 mg, 
Spaltung 49%, Zeitwert 75. 

Jyactosegärung. 

Hie Gärwirkungen der Milchzuckerhefen bieten bei quantitativer Beobachtung 
ihres Verlaufs große Unregelmäßigkeiten, [182] die sich nur so verstehen lassen, daß 
die enzymatische Ausrüstung dieser Hefen in hohem IMaße veränderlich ist. Hie 
\’erschiedenheiten des Gär Verlaufs treten bei vergleichenden Versuchen mit Lactose, 
mit Gemischen von Glucose und Galaktose und mit den einzelnen Hexosen, am ein- 
fachsten mit der Glucose, zutage. vSie lassen sich erklären, wenn man annimmt, daß 
I,actasc und die den Traubenzucker vergärende Zymase und eine direkt die Lactose 
vergärende Lactozymase ganz unabhängig voneinander, jede in ihrer wirksamen Menge 
veränderlich, nebeneinander in der Hefe auftreten. Man kann daher auch nur zu gleicher 
Zeit mit der nämlichen Hefei)robe ausgeführte Gärversuche mit den verschiedenen 
Zuckern zum Wrgleicli benützen. Versuche mit verschiedenen Kulturen vervollständigen 
nur das Bild von der veränderlichen Zusammen.setzung des beteiligten Enzymgeniisches. 

Die Gärversuche wurden zumeist unter den von WiixstäTTRR und vSteibklt* 


in der Arbeit über das Gärvermögen maltasearnier Hefen angegebenen Bedingungen 
untersucht (20 ccm 5proz. Jälsung von Lactosehydrat, Glucose u. a., die 0,2 g trockener 
Hefe entsprechende Menge frischer Hefe, konstante Temperatur, gewöhnlich 30 , 
gelindes vSchütteln, das nur bei den er.sten Versuchen noch nicht durchgeführt wurde; 
Anwendung von Nährstoffen unterblieb öfters). Aus den Beobachtungen werden die 
Halbgärzeiten“ hervorgehoben. Ihn die Zeaten der halben Vergärung und der halben 
Hydrolyse zu vergleichen, ist der Lactasezeitwxut, der sich auf i g Hefe in 50 ccm 
5 proz. Lactoselösung bezieht, mit 2 zu multiplizieren, da im Gärversuch nur 0,5 g 
Hefe in 50 ccm wirken. 

^lilchzuckerhefe kam zur Beobachtung (X'ersuch I, Abb. 2), die Lactose viel 
rascher zu vergären vermag (Halbgärzeit 250) als das äquivalente Gemisch von Glucose 



Abb. 2. Gärung der Lacto.se und ilirer Konipoiien- 
ten (gute J^actosegärung). 


und Galakto.se (Halbgärzeit 86ü). 
vSolchellefe wird viel Lactozymase ent- 
halten und Alilchzucker direkt ver- 
goren haben. Bei diesem Versuch mit 
dem Gemisch trat, als annähernd 
40% desselben vergoren waren, eine 
auffallende Verlangsamung ein (wir 
[183] beobachteten fast eine vStunde 
lang keine Kohlensäurebla.se), und dann 
wieder Ansteigen der Gärung zu einer 
gleichmäßigen Geschwindigkeit. Diese 
Unterbrechung rührt von der Um- 
.stelliing der Hefe von der Glucosever- 


‘ Diese Zs. Bd. 115, S. 211 \uj2i\, S. 218. 
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gärung auf die Galaktose her (s. auch Abb. 3 und Versuch III, wo die Gärkurve des 
Gemisches von Glucose 1 Galaktose aus einer steileren ersten und nach einem Knick- 



Abi). 3. (iäruiig ( 1 er baetose und ihrer Koinponenteii und baelosespaltung 
(schlechte bactosegärung) . 

punkt flacheren zweiten Hälfte [184] besteht). Als die.selbe Hefe, nämlich die ge- 
wöhnte, ein zweites Mal unter den gleichen Bedingungen auf das Gemisch (\AusnchIb) 
einwirkte, war der Verlauf ein anderer, ebenso rasch wie mit T.aetose; die \"erlang- 
saniung trat nun erst nach Vergärung von mehr als 60% des Gemisches ein. Dieselbe 
Hefe, die frische Kultur, wurde auch unter gleichen Bedingungen mit Glucose und 
mit Galakto.se geprüft und gab natürlich für erstere eine günstigere Halbgärzeit. Ga- 
laktose gärt dementsprechend anfangs langsamer als Glucose -f Galaktose, hat aber 
kürzere Halbgärzeit als das GcinLsch, weil die Uni.stellung des Zymasesystems früher 
bei reiner Galaktose einsetzt als im Gemisch. 

\' ersuch I. (14. 11 .) Mit S. l’ragilis (().2 g trocken) bei v.)'" ohne vScliiitteln. 

Minute-u bo 120 iSo 250 400 .|.i() boo SOo 


I^actose 24 50 ().s 144 174 21b i'i'iii 

bduco.se -f ('.alakto.se 2<; 56 .S() .So ()4 loO 120 144 

(duCOSe 2J 52 <)2 127 159 1()5 

(kdaktose 7 24 40 04 Si 11 1 147 jio ,, 


Versuch Ib. (15. II.) ]Mit fri.scher Hefe für bacto.se, mit dcT an (iluco.se - ('.alakto.sc gewöhnten 
liefe des Versuchs I für das ('.einisch. 


Minuten 40 bo 140 170 210 240 270 400 445 4X0 

bactose 0 lO (>5 04 i ig i4() 151 lO«) 1S5 0)5 ccm 

Gluco.se -! ( 3 a lak tose . . 8 28 70 104 128 143 150 154 ibi 187 ,, 


Auch der entgegengesetzte Fall kam vor. Kulturen von S. fragil is (Versuch II) 
vermochten den Milchzucker nur langsamer zu vergären (Halbgärzeit 540) als den 
rraubenzucker und als das Gemisch von Traubenzucker und Galaktose (Halbgär- 
zeit 390), obwohl die Hefe zymati.sch gut ausgerüstet war. 




no6 WlIJ,S'fÄTTKR und (i. OpPIiNIIKIMKR; 

Versuch II. (21. II.) Mit S. fragilis (0.2 g trocken) bei Zimnierteinperatur. 

Minuten 60 120 iSo 240 390 480 540 720 

Lactose ir 24 37 54 100 128 145 200 ccm 

Glucose -f (balakto.se 17 31 57 83 142 1 5<> 168 200 ,, 

Dasselbe Ergebnis - - viel Zyniase, wenig Eactozyinase — fanden wir bei einer 
anderen Kultur von vS. fragilis, mit der vergleichsweise Eactose, Glucose, Galaktose 


und Gemisch beider [185] vergoren wurde (Versuch III, Abb. 3). Die Ilalbgärzeit 
für Lactose (1740) war viel größer als die für ('ducosc (390), Glucose + Galaktose 
(6()o) und sogar größer als die für Galaktose (1290). Dennoch war die Halbgärzeit 
für Lactose viel kürzer als die Zeit der halben Hydroly.se unter den günstigsten Be- 
dingungen. 

^’crsucll III. (21. VI.) Mit >S. fragilis vom Zeitwert 2880 (0,2 g trocken) bei 30” unter vSchüttelm 


Minuten 60 120 180 3(X) yfo 540 690 1290 1740 

Lactose a) o o o 7 13 26 41 97 14400111 

,, b) 0 o 3 i 9 23 34 50 120 T52 ,, 

Gluco.se I Galakto.se. 17 33 51 105 112 133 142 176 

Gluco.se 18 37 52 85 140 187 22O 

Galakto.se 7 20 31 40 55 74 142 -- ,, 


Andererseits beobachteten wir bei der höchst lactasereichen Berliner Hefe (vSp. 60a 
vom Zeitwert 7 bis ii, also Zeit der halben Hydroly,se unter den Gärbedingungen 14 
bis 22) äußer.st langsamen Verlauf (Versuch IV) der Lactosegärung, übrigens auch der 
Glucosegärung. 

Versuch IV. (7. V.) ]\Iit Berliner Hefe boa vom Zeitwert 7 l)is n (0,2 g trocken) liei 30". 

^Minuten 120 210 240 34(^ 450 545 750 030 1230 


Lacto.se 18 33 37 51 70 8(y 118 144 19500111 

(Bucose 10 U) K; 27 40 55 80 103 144 ,, 


Zwi.sehen Lactasegehalt und (Geschwindigkeit der Lactosegärung gibt es gar 
keine Beziehungen. 

Bei der ]\Ialtose war auf Vergärung ohne Siialtung daraus geschlossen worden, 
daß praktisch maltasefrcie Hefen diesen Zucker vergären. Eür die Krage, ob Lactose 
ebenfalls direkt vergoren werden kann, ist die Entscheidung durch den Vergleich 
von H3 dr0ly.se und Gärung bei lactasearmen Hefen zu suchen. Unter vielen Kulturen 
von vS. fragilis wurde nur eine auffallend lactasearnie, nämlich vom Zeitwert 2880 
erhalten (21. V., Beispiel des Vers. Ill und der Abb. 3). Der niedrige Lacta.sewcrt 
war in diesem Kall konstant, auch nach der Verwendung der Hefe für die Gärung 
fanden wir ihn genau be.stätigt. Ein ähnliches wie das hier zu beschreibende [186] Ver- 
hältnis zwischen Hydrolysen- und Gärungszeit wurde allerdings auch bei einer anderen 
Kultur (20. V.) von S. fragilis gefunden, aber da hier vor und nach der Gärung der 
Lactasewert ungleich ausficl, eignet sich das Beispiel nicht für unsere >Schlußfolgerung. 
Im Wusuch mit der lactasearmen Hefe eilt die Gärung weit der nicht unter denselben, 
sondern sogar unter optimalen Bedingungen ermittelten HydroE^se voraus, so daß 
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die ^opioz. Hydrolyse dreimal mehr Zeit, die 75proz. Hydrolyse siebenmal mehr 
Zeit erfordert als die entsprechende Vergärung: 

"() ITydroIysi' ('.ärung 


L 5 

1 400 

1 500 

loro 

10 10 Minuten 


5 520 

5 

1740 

1680 

75 

16 300 

18 480 

2460 



In anderen Beispielen ist die unter optimalen Bedingungen bestimmte Geschwin- 
digkeit der Hydrolyse ausreichend und manchmal weit größer als für die indirekte 
Vergärung erforderlich wäre. Aber unter den Bedingungen der Gärung erfolgt die 
Spaltung des Milchzuckers durchaus nicht in der Zeit, die nach Abtötung der Hefe, 
Neutralisation und nach Pufferzusatz ermittelt wird. Es i.st überhaupt noch nicht 
vorgekommen, daß unter den Bedingungen der Gärung Lactasewirkung nachgewiesen 
wurde. Wir haben 9 Versuche der Milchzuckervergärung nach Entbindung von 
25 bis ^y% der theoretischen COi-Menge unterbrochen und den übrig gebliebenen 
Zucker untersucht. Her Quotient aus Reduktionswirkung und Drehungsvermögen 
würde nicht entscheiden lassen, ob mehr J, acto.se oder Galaktose übrig geblieben 
ist, aber der in vielen Bällen ermittelte Wert .stimmt nur unter der Voraussetzung, 
daß Eactosc übrig geblieben i.st, annähernd für die noch zu erwartende Zuckermenge, 
während unter der Annahme, daß Galaktose vorläge, ein Verlast von über 40% der- 
selben eingetreten sein müßte. Einfacher und beweisend ist die Prüfung des Rcst- 
zuckers mit Phenylhydrazin. Dafür wurde die Gärung nach der Phitwicklung von 
25 bis 60% des [187] theoreti.schen CO: abgebrochen, die Jdüssigkeit mit der Zentri- 
fuge von der Hefe getrennt, noch filtriert und mit Phenylhydrazinchlorhydrat und 
Natriumacetat im Wasserbad erwärmt. Glucose und Galaktose werden bekanntlich 
unter diesen Bedingungen mit Sicherheit durch die in der Wärme ausfallenden Osazone 
nachgewiesen. In keinem Ball trat Alxscheidung von Osazon ein. Auch entwickelte 
eine solche Zuckerrcstlösung mit gewöhnlicher Hefe 16 Stunden lang kein CO: . 

J 3 ('i.spiel: ('.ärver.sucli mit Hefe 60a vom Zeitwert 34. Nach Bntwicklung von 44% des 
tlieoretivseheii CO. a])getreiint. In der Restlösiiiig (/ - j)a„ 2,45“, hiernach 50% der Lacto.se 
noch vorhanden. Tii 2 ccm Re.stlö.sung ergab die Znckerbe.stimmnng 50 mg Cu, entsprechend 
45 Lactosehydrat ; hiernach noch vorhanden 47% der I/actose. Keine Osazonahscheidnng 
in der Wärme. 

ln der lebenden, gärenden Hefe wirkt die Eactase nicht wie in der abgetöteten. 
B'ntweder ist die Lactase noch gar nicht in dem von uns quantitativ be.stimmten Be- 
trage in der lebenden Hefe vorhanden, entsteht erst nach der \"ergiftung aus einem 
Zymogcii, oder wahrscheinlicher, die Lacto.se findet in der lebenden Hcfczelle nicht 
die Bedingungen, unter denen sie der enzymatischen Hydroly.se so unterliegt wie 
unter den für die quantitative Be.stininiung ausgewählten. 

Wenn bei der lactasereichen zymascarmen Hefe im Gärversuch die Lacto.se zu- 
nächst der Hydrolyse anheimfiele, so würden ihre Komponenten aus der Hefezcllc 
wieder in die Zuckerlösung hinaus diffundieren. Solches tritt wirklich ein bei Rohr- 
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Zuckervergärung dureli Hefe von gewöhnlichem Invertingehalt. Es ist bekannt, daß 
die Inversion der Gärung vorauseilt. In den Rohrzuckerrestlösungen fanden wir in 
einem Falle überwiegend, in den andern Fällen ausschließlich Monosen, immer mehr 
Fructose als Gluco.se. 

I. Ikd.spiel: Vergärung von 20 ccin p.qproz. RohrzuckerKisung mit 2 g 20proz. böwen- 
hräiiliefe. Nach Kntbindung von 16.6% (le.s theoretischen C 0 ._, ergab die bertrand-Be.stiminnng 
in 0,5 ccm 71,4 mg Cu, entsprechend 36,5 mg Invertzucker; der Ik.stlosung (/ ^ 2) - 3,88"’. 

Die Flü.ssigkeit enthielt nocli 78,9% des angeuvandten, hydroly.sierten Zuckers, bestehend aus 
35% Glucose und 34% Fructose. 

[188] 2. Beispiel: Gärversuch mit 20 ccm 4,75proz. Rohrznckerlö.snng und 1 g Hefe. Nach Fuit- 
bindung von 53% des niögliclien COo ergab die Be.stimmiing mit 2 ccm Restlösung 73,4 mg Cu, 
(mtsprechend 37,6 mg Invertzimker ; . - i,(X)° (/ 2). Die Flü.ssigkeit enthielt noch' 30 % 

des angewandten, hydnrly.siertim Zuckers, be.stehend aus 10.4% Glucos(> und 28,0% h'ructose. 

Wie in diesen Fällen müßte man bei den lacta.sereichcn Hefen Monose in den 
Gärungsrestlösungeil auffiiiden, wenn die J^actase bei der Gärung funktionieren würde 
und zw’ar müßte sich so wie die Fructo.se aus dem Rohrzucker oder noch mehr die 
Galaktose in der Rcstlö.sung anreichern. 
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65. ZUR KENNTNIS DER HEFEMALTASE. 

Von Richard Willstätter und Eugen Bamann. 

Sechste Mitteilung'*. 

(Aus dein CheniLscheii Ivahoratoriuiii der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in INIünchen.) 
Mit 6 Al)bildungeu im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1925.) 

I. Abhängigkeit d e r Ma Itasewi rkung von der Wasserstoffza hl. 

Den Phnfluß der Wkisserstoffzald auf die Wirkung ck'r Maltasc haben D. MiCHAKbbS 
und P. Rona* eingehend untersucht und R. WibbvSTÄTTER und W. vSteibelt^ in 
einigen Versuchen geprüft. Danach soll die Wirkung optimal sein bei (),i bis (>,8 
und bei ^ 7,26 schwächer als bei />,, -- 5,85 (nach Abb. 5 der Abhandlung von 
Michapxis und Rona, vgl. nachstellende Abb. i), bei ■ - 7,5 geringer als bei 
Pw ^ 53S (Abb, 2 von MiciiaeeIvS und Rona). 

Unsere Bestininiungen (Tab. i und Abb. 2 und 3) ergaben ein ganz anderes Bild. 
Das Optimum liegt bei sehr schwach saurer bis ganz schwach alkalischer Reaktion, 
nämlich -- 6,75 bis 7,25, [243] jedoch ist •— 6,1 schon erheblich ungünstiger 
als neutrale Reaktion und 7,5 viel günstiger als 


Tabelle i. Abhängigkeit der Ilefeiiialtase. 

( 1 iiter den Bedingungen der Zeitwertbestinnnnng na(’h Wiij,STÄTTr;R, Oppenheimer und Steibept. 
indessen mit 100 ccm Bestimmungsläsung; 30'^.) 


_J 


Kcüklioiisznl | 

Minuten 

r)ichuni;sal>nahme j 

1 

Sp.altnne 

Knzynilösung : 






t ' 9,8 

40.. 

91.5 

2,80 

.1.94 4,4; ' 

43.8 91,9 7i),u 

i 7,5 

4<>.t 

92,5 130,0 

3.09 

3.85 4,3<i ' 

48,; 9o, ; 9,S,9 

Enzymläsung: i 

1 5,; 

90.8 

IO<l,l 212,; 

'95.^ 

0.70 0,09 

8,; 10,9 i;,ü 

11 9,1 

62, t 

I 14,.1 -13.5 

1,79 

2.1; 2.87 

29,9 ;;,9 44,0 

111 9,.S 

5t>,< 

lo9,i 211,3 

2,01 

2.(x) 3,48 

31.4 40,7 54,5 

IV 7,5 

92,1 

loS.i 212.7 

2.0; 

-’. 9 i 3 .. 15 

32,0 40,8 ;2,) 

V S,3 

93 .( 

112.7 -l.vs 

9.4.1 

o.|5 0,50 

9,7 7,0 7,8 

' Die früheren Mitteilungen: Diese Zs. Bd. iio, 8 
199 n. vS. 211 [1921]; Bd. 134, vS. 224 L1923/24J. 

. 232 [1920]; Bd. 111,8 

.157 [1920J ; Bd. 115, 


Die fünfte Mitteilung über Maltasc {..Ober die relative Spezifität der Hefenialtasc") ist in 
den Abschnitt VIII eingcreiht {Nr. S6). 

Biocheni. Zs. Bd. 57, 8,70 [1913]; Bd. 58, 8. 148 [1913/14]; E. Miciiaeeis, Die Wasser 
stoffionenkonzentration, Berlin 1914, 8.71. 

3 Diese Zs. Bd. 115, 8. 199/ und zwar 8. 202 [1921] {Abh. 76 im VIII. Abschnitt). 
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Abb. I. Abb. 5 der Abhandlung von Miciiakias und RONA, 
,,T)ie Wirknngsbedingnngen der Maltase aus Rierliefe l." 


Elektronielriscli geine.ssciies /’n für 


I - 5,41 II 5,<S5 III 6,64 

|244l 



Abb, 2. Maltasewirkung l)ci verschiedenen />ii . 
(Versueli Nr. 2 der Tab. i.) 


IV 6,57 \' 7,26. 


SOt 



7,0 S,0 Pff 


Abb. 3. II- Abhängigkeit der Maltase. 

(Versuch Nr. 2 der Tab. i.) 

(Die IJnisätze in der Zeit der Halb- 
spaltuiig bei pu 6,8.) 


Es war von Wichtigkeit, reichliche Puffermeiigeii anzuwenden, da die Hefe- 
autolysate während der Malzzuckerspaltung infolge proteolytischer Vorgänge saurer 
werden h Für Versuch i der Tab. 1 diente ein durch Verflüssigung der Hefe mit 
[245] Kssigester und Verdünnen mit dem 2\/.: fachen Gewicht Wasser gewonnenes 
Autolysat, für Versuch 2 eine nach dem Verfahren der fraktionierten Autolyse ge- 
wonnene Maltaselösung. Für jeden Ansatz wurden 10 ccm Knzymlösung, entsprechend 

' In den (d)ener wähnten Versuchen von W’iij.STÄTTiCR und vSTKimci/r mag die Puffermenge 
unzureichend gewesen sein. 
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I g Trockenliefe, mit 5 g riiosphatmiscluiiig nach SörkNvSRn auf 100 ccm Bcstiminungs- 
lösiing angewandt. nach der Indicatorcnniethode bestimmt, blich während des 
Versuchs konstant. Die einzelnen Vergleich.sbe.stinimungcn bei verschiedenen />,i 
müssen gleichzeitig angesetzt werden, da die Maltasewerte der Autolysate sich beim 
vStehen ändern. 

11 . Kinetik der enzymatischen Maltosespaltung. 

Gemäl 3 den früheren Abhandlungen die.ser Reihe ist die Kinetik der Maltase- 
wirkung zwischen einzelnen Hefen und von vSubstrat zu Substrat (^-Olucoside) ver- 
schieden. Dazu kommt nach unseren Versuchen, daß die Kinetik der Wirkung von 
Malta.se auf Malto.se, die allein hier behandelt werden soll, auch in außerordentlichem 
Maße vom Reinheitsgrad des Knzyms abhängt. 

Hefen und Autolysatc folgten in allen von uns untersuchten Fällen (zwi.schen _^o 
und 60% der Maltosehydrolyse) genau der Zeit-Unisatzkurve, die Wii.i.stäTTJvR, 
Oppenukimhr und StfjbeüT in der ersten Mitteilung (Abbildung S. 237, i. Vers.) 
angegeben haben und die vom monomolekularen Reaktionsverlauf abweiclit. Dieses 
traf zu bei 5 Proben von Bierhefen, die durch Zellgifte, in einer Versuchsreihe mit 
Kssige.ster, in einer anderen mit Dianinionphosphat, abgetötet und verflüssigt wurden, 
und für die daraus gewonnenen Autolysate. Diese ließen wir .sowohl ganz frisch wie 
auch nach tagelangem Altern bei o"", wobei die enzymatische Wirkung stark zu- 
nahm, auf Maltose einwirken und zwar entweder unter den Bedingungen (U*r Zeit- 
wcrtbcstimmung bei 30° oder bei 15“. In die mit einem gealterten Autolysat bei 
15° (Tab. 2) abgeleitete Zeit-Umsatzkurve fügen sich, wie die Abb. 4 zeigt, die Be- 
stimmungen eines Versuchs mit frischem Autolysat bei 30" und diejenigen mit durch 
Phosphat verflüssigter Hefe (Tab. 2) genau ein. 

[246] Tabelle 2. 


Zeitlicher Verlauf der Maltose.spaltung, 

a) Mit gealtertem Autolysat hei (Ilalb.spaltuiig.s/.eit bei y* : 60, 8). 

b) Mit Hefe, verflü.s.sigt durch Diainiiionphosphat, bei 30"’. 


O5 ccm 

a) Versuch mit Autolysiil: 

.'\utolys.it, entsprechend 2,5 k Trockenliefe, auf 

250 ccm Mallo,sdüsuim) 

b) Versuch mit 
(2,5 R Tiuckenhefe auf 2501' 

Hefe: 

in Maltuselö.siini;) 

Kcaktions- 

zeit 

Drcliungs- 

abnahme 

Spaltuni; 

nalbspaltuuRSzeil 
her. n. d. I. Mitlcil. 
(llalbspaltunRSzeit 
ber. n. d. Kurve d. 

Reaktions- 

zeit 

Spallum; 
abnahinc ‘ 

Zcitrv. brr. n. d, 

I. Mittel!. 

(Zeitw licr, n. d. 
Kurve d. 1 . .Mittcil., 

.Minuten 


% 

I. .Mitteil,, Vers, i) 

Minuten 


Vers, i) 


1,14 

17.8 

174 

9,5 

I,iX) 1 15,0 

1 38,5 

bS 

I,SO 

23,4 

175 

19.5 

1.50 ; 23.4 

1 44.5 

98 

1.85 

28,9 

169 

29.5 

1,95 1 3<^-5 

i 453 ' 

J25 

2,16 

33.8 

170 

39,5 

2.40 i 37.5 

•i8,2 

185 

2,49 

38,9 

172 

.■^ 4,5 

' 2.73 ; 42,7 

58,^ 

-M 7 

2,85 1 

44, ö 

168 

09,5 

3.08 : 48.2 

98,0 


3-07 

48,0 

T70 

KXJ.Ü 

' 3 . 5 (> i 5 -b 8 

38,3 

462 

3,58 

55,9 

170 

141.5 

' 4.03 Wv 2 

37.5 

^037 

4,62 

72,1 

' 170 

177,5 

4.45 

35,0 
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Al)l). 4 . Zeitlicher Verlauf der Maltosespaltuiig durch liefe und Hcfcautolysat. 

(Die Kurve rst aus dem \ ersuch a der Tab. 2 abgeleitet unter Umreclinuiig der Beobaclitungs- 
zeiten wie in ^littcil. III, vS. 20:;, rußiiote; die mit 0 bezeichneten Punkte beziehen sich auf den 
\ ersuch b der Tab. 2 mit Hefe, durch Diammoiiphospliat verflüssigt, die mit • bezeichneten 
auf ein Beispiel mit frischem Autolysat bei V> ' ) 

[247] Der mit Hefe und Autolysat beobachteten Kinetik folgt die Maltase nicht 
mehr im Zustande ihrer Adsorbate an Tonerde und der daraus gewonnenen Elutionen. 
Aus der Zeit-Umsatzkurve der Abb. 4 ergaben sich dann für auf einander folgende 
Beobachtungszciten Halbspaltungszeiten, die stark ansteigen, die also im Verlauf 
der vSpaltung ungünstiger werden. Die Krscheinung beruht nicht etwa auf Zerstörung 
des in höherem Reinheitsgrade empfindlicheren Enzyms. Dieses ist vielmehr in der 
Zuckerlösung vollkommen gCvSchützt. Man findet nämlich ebenso genau wie mit 
Autolysaten auch noch mit den aus Tonerdeadsorbaten gewonnenen Elutionen von 
Maltase (Tab. 3), deren enzymatischer Reinheitsgrad bedeutend gesteigert ist, für 
gleichen Spaltungsgrad das Produkt aus Enzymmenge und Reaktionszeit konstant. 

iabclle3. Proportionalität von Enzynikonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit. 
In Versuchen mit ÄIalta.se, gereinigt durch Adsorption und Klution. 


Ivnzyimiicngo, ccm j 
in 100 ccm Maltose- ! 

Reaktionszeit 

Drehungs- 

abnahnie 

MaltoscspaltunK 

lösimK 1 

Minuten 


! % 



: .10 

' f 

17.0 

5 

KK) 

1,70 

^ 7-5 



3,01 

47.1 


s 

1,15 

17.0 

-5 

20 

1.75 

-V .4 

t' 1 .1 1 T-l- , 

70 

3.02 

47 ,-^ 


Schon durch Einträgen von Tonerde in eine rohe Maltaselösung wird die Ände- 
rung des zeitlichen Verlaufs der Maltasewirkung herbeigeführt. Ein Beispiel (Tab. 4 
und Abb. 5) dafür gibt ein Autoly.sat, das mit einer zur Adsorj)tion von 50 bis 60 % 
genügenden Menge Tonerde C versetzt wurde. 
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Vers. A mit lo ccm 
Trockenh., in loo 

.\utol., entspr. i r 
i ccm Maltuscliis. 

Vers. 

15 nacli Zusatz vmi o,<i(ih 

K A 1 , 0 ;, 

RcaklioilS- 

zeit 

Minuten 

l)rcliun^;s- | 
nbnahmc ; 

Spalt iiiiR 

Ilall.- 
spalluiiRS- 
zcit nach 
Kiirvc.\ 1 )l ).4 

Keaktiims 

Zeit 

Minuten 

: DrehiiiiRS . 

ahnahme 

llalh- 
spaltuiiRS- 
zcit nach 
Kurve ,\lil). ,( 

20,0 

2,36 

3^>,9 

28,9 

29.0 

2,23 3 - 1,9 

3 3 ' 7 

5«. 3 

3 AS 

49,3 

29,5 

5-T3 

2.()7 .| 9 ,.| 

39,0 

130,0 

44 ^^ 

bo.o 

28,5 

130,0 

3,30 51,9 

Oo.O 















f 



j 







Die gesamte Maltasc, von der nur ein Teil an 
Tonerde adsorbiert ist, folgt einem anderen Zeit- 
gesetz und demselben gehorchen auch die Klu- 
tioneii aus Tonerde und zwar drei verschiedene, 


die Maltase von einem ihrer Hemmung durch ent- ^ / 

stehende Glucose entgegenwirkenden vStoff befreit j 

worden wäre. In der Abb. 6 wird eine [249] Zeit- f 

Uinsatzkurve dargestellt, die den Reaktionsver- 

laiii im oben erwaihnten v ersuche mit tonerdehal- f^eakffona-Zeit 

tiger Maltaselüsung und den mit einer Klution Abi). 5. Verlauf der Maltosespaltung. 

beobachteten zusaramenfaßt, :V '"■! i 

r>. Ulli Autolysat und lonerde. 

Die Fälle, in denen die Alaltosespaltung nach 
der zweiten Kurve des zeitlichen Wrlaufs erfolgte, waren zahlreich. Allein die l'il- 
tration gealterter Autolysate genügte, eine Änderung der Kinetik zu bewirken, z. B 

eine Annäherung von der ersten zur zweiten Kurve, wäh- eox 

rend eine Änderung der Kinetik im entgegengesetzten vSinn 
beim Stehen der Filtrate in 4 bis 6 Stunden eintrat. 

^ 

Versuch mit filtriertem Autolysat: y 

Ilalbspaltimgszeit liereehuet 5 jo / 

nach der 1 . Kurve nach der II. Kurve / 

2, 1,7 2S,i 30,0 — 

Versuch mit demselben Autolysat naeli mehrereii v^tuiideii: ** iqI 

I T a 1 1 jspa 1 1 uiigszeit bered 1 1 u- 1 

nach der I. Kurve nach der II. Kurve 5 ^ 

24,0 J3,9 20, .S 10.2 Reaktions-Zeit 


Reaktions-Zeit 

Abi). 6. Zweite Zeit-Um- 
Bei einem frisch dargestellten Ilefeantolysat änderte satzkurve der Maltose- 
sich dagegen beim Filtrieren der zeitliche Verlauf der Mal- Spaltung, beobaehtet: 

a) mit Autolysat und Toii- 

tasewirkung nicht. erde (bezeichnet 0), 

[250] Das Verhalten der Tonerdead.sorbate ist gar nicht b) mitldutionaus lonerde- 
einheitlich. Ks sind mehrere Maltaseadsorbate untersucht «ulsorbat (Dzd ) 
worden, die genau oder annähernd gemäß der zweiten Kinetik reagierten, während 
innige andere Beispiele des zeitliclien Verlaufs von beiden Kurven abwichen. Fbenso 

Willstättcr, nnzviue. 
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uiigleicliniäßig und verwickelt ist das Verhalten der durch Adsorption eines geringeren 
oder größeren Anteils gewonnenen Maltaserestlösungen, wovon die Tab. 5 einige 
Beispiele verzeichnet. Sie gehorchen zum Teile weder der ersten noch der zweiten 
Kinetik und sie fügen sicli auch nicht etwa einem und demselben weiteren Zeitgesetze. 


Tabelle 5. Zeitlicher Verlauf, nach teilweiser Adsorption der Maltase mit Rest- 
lösuiig beobachtet. (Die Bestinmnuigen wurden mit icxj ccm Malto.selösung ausgeführt.) 


\r. , 

Reaktions- 

zeit 

Miiniten 

j Dreliuni^’S- 
i abualime 

1 Sj)altung 

nalbspaltungs 
für 51 

n.ich der 

1 . Kurve 

zeit berechnet 

3 cein 

nach der 

II. Kurve 

I 

Nach Ads. von V? durch Ton- 


i 





erde C 

52,8 

E 37 

21,4 

151 

220 



124 

1.80 

28,2 

21 I 

275 

2 

Nach Ads. von > i^/,o durch Ton- 







erde C 

34.7 

1 1.13 

17,7 

132 

208 



(VA 

1 D 50 

24.8 

150 

202 

; 

Nach Ads. von > ^',o durch Ton- 







erde C 

()0 

1 0,92 

14-4 

332 

577 



103 

] ,08 

16,9 

433 

705 

-1 

Nach Ads. von > durch kurz 







gealterte Tonerde 

45 

' G 5 f> ’ 

' 23,4 

J09 

154 



80,8 

1 1,80 

28,2 

140 

i8ü 

5 

Nach Ads. von 74 durch Tonerde- 







gel V. d. F. AlOJl 

5 ^> 

2,20 

34,4 

64 

81.5 



77 

^.5« i 

40.4 

03,7 

79-5 


Maße der Maltase. 

Die Bestimmung der enzymatischen Wirksamkeit und der Vergleich der Knzym- 
niengen, der für die Beobachtung der Adsorptionserscheinungen und für ihre An- 
wendungen von Wichtigkeit ist, bietet bei der Malta.se größere Schwierigkeiten 
[251] als bei der Sacchara.se. Änderungen der enzymatischen Aktivität kommen 
bei Saccharase selten vor. Wie WiLKSTÄTTER und Sciini-ider in der zwölften Abhand- 
lung über Invertin bemerken, ist in unserer Reihe von Untersuchungen kein derartiger 
Fall beobachtet worden, während allerdings vor kurzem 11 . v. Eueer und K. JosEPii- 
vSON' auf Grund von Versuchen von H. v. Keeer und I. Uindstäe über Beispiele 
des IJberganges von Saccharase beim Erwärmen aus einem inaktiven Zustand in 
einen aktiven berichten. Unterschiede in der Reaktionskinetik treten beim Invertin 
allerdings auf^ allein .sie sind nicht so bedeutend, daß die Analyse dadurch häufig 
und wesentlich gestört worden wäre. Es ist freilich möglich, daß manche in den prä- 
j)arativen Arbeiten vorgekommenen Verluste an Invertin nur scheinbare waren, be- 
dingt durch Änderungen in der Kinetik. 

Bei der Malta.se treten diese Erscheinungen in den Vordergrund. Im folgenden 
wird gezeigt, daß in allen Hefeauszügen, wenn .sie nur vorsichtig genug aufbewahrt 

’ Dic.sc Z.s, Bd. 1.15, vS. 130, und zwar S. 135 |i02S]. 

' Vgl. z. B.; R. Whj.sTÄ'itkr, J, Graskr und R. Kuhn, Diese Z.s. Bd. 123, S. i, und zwar 
vS. 63 ( 1922], und vollständiger bei R. Kuim in ,,Die Fermente und ihre Wirkungen“ von C. Ofpkn- 
IIKEMKR Bd. I, S. 261 [1925]. 
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werden, die Maltasewirksamkeit ansteigt. Ks ist also zwar nuiglich, die Maltasewerte 
zu bestimmen, aber nur scheinbare Knzymmengcn. Ein zweiter Umstand, wodurch 
der Vergleich der Maltasemengen gestört und vereitelt w'ird, ist die Veränderlicli- 
keit der Kinetik des Enzyms. 

Die enzymatische Wirksamkeit der Maltase wird nach dem Vorbild des Invertins, 
durch den Zeitwert gemäß der Bestimmung von Wiij^stättkr, Oppicniii-imer und 
vSteibeIvT ausgedrückt oder besser im vSiiiiie des Vorschlages von Wii.lstätter und 
Kuhn ^ durch das Reziproke, das der enzymatischen Konzentration direkt proportional 
ist. Nach R. WieestättER, R. Kuhn und H. vSonoTKAUstalslMaltasewert [252] (M.W'.) 
das looofache des reziproken Maltasezcitwertes bezeichnet worden. Eine Bierhefe 
(Löwenbräuhefe R d i/IV) wies z. B. den Maltasezeitwert 34 auf, daher Maltasewert 20,4. 

Maltaseeinheit und zwar scheinbare'), die mit M.-fc]. bezeichnet werden soll, 
sei die Enzymmenge in i g Trockensubstanz vom Zeitwert i, also die Ihizymmenge, 
welche 2,5 g Maltosehydrat in 50 ccm Lösung bei /)„ ^ 6,8 und bei 30" zu 50% in 
I Minute s|)altet. 

M.W. ist die im 1000 fachen der unserer Bestimmung zugrunde liegenden Menge 
enthaltene Anzahl von Einheiten, also die Anzahl in i kg Trockenhefe. 

Der Ausdruck M.-|e]. ist zweckmäßig noch durch Angabe der Kinetik zu er- 
gänzen, die der Berechnung zugrunde liegt; [et], [e:] sind nach den Zeit-Umsatz-kurven 
von Abb. 4 und Abb. 6 bezeichnet. 

Wenn diese Maße des Enzyms bei den in der nachstehenden i\Iittcihing beschrie- 
benen Versuchen der Trennung von Maltase und vSaccharase angewendet werden, 
so ist es kaum zu entbehren, die beiden Enzyme mit gleichartigen Maßen zu bestimmen. 
Aus dem Vergleichszeitwert des Invertins, der unter ähnlichen Bedingungen wie der 
Maltasezeitwert bestimmt wird’), leitet sich die vSaccharase-Vergleichseinheit ab, 
(S.V.E.), das ist die Enzymmenge, die 2,375 g Rohrzucker in 50 ccm bei 30° und bei 
pn =-■- 4,3 zu 50% in I Minute spaltet. 

I M.-[ei]. ist in etwa 30 bis 40 g Trockenbierhefe vom Maltasezeitwert 30 bis 40 
oder vom Malta.sewcrt 33 bis 25 enthalten, i vS.-V.E. (entsprechend 0,12 vS.E.), z. B. 
in 2 g Trockenhefe vom Invertin-Vergleichszeitwert 2 (entsprechend Zeitwert 333). 

I253] III. Bestimmung der Maltase in der Hefe. 

Die Bestimmung, ja sogar der Nachweis der Maltase in der Hefe hat früher so 
große Schwierigkeiten geboten, daß E. Fescher'] und andere Forscher zu der Ansicht 

^ Chem. Her. Bd. 56, 8.909 [1922] {Abh.6). 

IhCvSc Z.S. Bd. 134, 8. 224, und zwar vS. 226 [1923/24] {Abh.SO). 

') Analog der .sdieinbareii Butyra.scciiihcit von Magcnlipa.se, B.-[e]., nach R. W'ii.i.ST.ViTER, 
F. HaurowiTz lind F. Memmen, Diese Zs. Bd. 140, vS. 203, und zwar ,8. 20<S [1924], und der schein- 
baren Trypsinmenge, T.-[e], mich R, Wirj,sTÄTTER und II. Persiei,, Die.sc Zs. Bd. 142, 8. 245, 
und zwar vS. 251 [1924/25]. 

9 F- WiEESTÄTTKR und W. STEinEET, Die.sc Zs. Bd. in. vS. 15;, uik] zwar 8. i6(i [1920]; 
F. WiEESTÄTTKR, J. GraSER uiid R. KunN, Diese Zs. Bd. 123, vS. i. und zwar 8.23 [1922] 
{Abh. 62 lind 48). 

'] Chcin. Ber. Bd. 2S, 8. 1429 [1895]. 

58* 
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kamen, Hefe wirke bei Gegenwart von Chloroforin auf Malzzucker nicht ein. Die 
besonderen Verhältnisse, die hier obwalten und die Unterschiede zwischen den Wir- 
kungen von lyialtase und vSaccharase bedingen, sind in den ersten Mitteilungen dieser 
Reihe einigermaßen klargelegt worden. 

Ohne Anwendung von Zellgift kann die einsetzende Gärung die Bestimmung 
von vSaccharase und IMaltase stören. Bei Anwesenheit von Gift tritt in der Hefezelle 
saure Reaktion auf; dadurch entsteht ein für die Saccharase (o})tiniales 4,5) 
günstiges, für die Maltase (optimales p^^ -- neutrale Reaktion) ungünstiges Medium. 
Die Analyse der Maltase von Wiblstättkr und vSteiukbt ist daher auf rasche Ab- 
tötung der Hefe mit Ks.sigester und Neutralisation der ent.stehenden Säure gegründet. 
Die Bestimmung des Maltasewertes der Hefe war die Vorbedingung für den Nachweis 
der direkten I\Ialt()severgärung und sie bildet weiterhin die Voraussetzung für ver- 
gleichende Beobachtungen über die Freilegung von Saccharase und Maltase (Abschn. V). 

Diese Maltasebestimniung in der Hefe unterzogen vor kurzem H. v. KbIvB;r und 
R. Josb:phsüN‘ in einer eingehenden Krörterung über die Frage der direkten Malz- 
zuckergärung folgender Kritik: ,,Es liegt kein zwingender Beweis vor, daß es nach 
der Methode von Wiij.STÄTTER und StivIBEET gelingt, die Gesamtheit der katalysieren- 
den Gruppen, welche die Malto.sehydroly.se in der Hefe bewirken, unabhängig von 
der Gärung überhaupt zur Wirkung zu bringen.“ 

Um den Nachweis der direkten Biosegärung zu vervollkommnen, haben wir 
daher die für die Bestimmung der Maltase maßgebenden Umstände genauer nach- 
geprüft. Das analytische Verfahren der zweiten Mitteilung hat .sicli dabei [254] voll- 
kommen bestätigen und noch sicherer gestalten lassen. Ivs wurden weitere Be- 
stimniungsweisen ge.schaffen, deren Hrgel)ni.sse mit denen der ersten übereinstimmen 
und diese .stützen. Die Methode, deren Genauigkeit ausreichend ist, wird vollends 
durch den Naclnveis gesichert, daß eine Bio.se durch lebende Hefe bei Abwesenheit 
von Gift mit derselben Ge.schwindigkeit hydrolysiert wird, wie bei Anwesenheit eines 
allmählich wdrkenden .Zellgiftes oder nach vollständiger Abtötung. Auch ist es ge- 
lungen (vgl. Abschn. \'), genau so viel Malta.se in Lösung übcrziiführeii als die Analyse 
der Hefe ergeben hat. 

Wenn man versucht, nach dem bekannten Vorbild der Bestimmung von Invertin 
in frischer Hefe die Maltase zu ermitteln, indem mau die Gärung durch Zusatz von 
etwas Toluol zur ^laltoselösung unterdrückt, so findet man im allgemeinen zu niedrige 
Werte. Man muß (vgl. Mitteil, II, vS. 163 u. f.) die Puffernienge vermehren, damit 
die im Hefekörper bei der Vergiftung auftretendc Säure umschädlich gemacht wird. 
Dann nähern sich die Werte (Tab, 6) dem nach dem Verflüssigungsverfaliren ge- 
fundenen, aber sie bleiben schwankend, schlecht reproduzierbar. 

I\s ist also besser, daß man die Abtötung des Pilzes und die Säureabscheidung 
,,auf einen kurzen Zeitraum zusammendrängt“. Die Verflü.ssigung mit Kssige.ster 

* JJie.se Zs. IUI. 120, vS. 42 [1922], und zwar vS. 56. 
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erfolgt am raschesten, viel rascher als mit Toluol und Chloroform. Bei kurzer Ein- 
wirkung wird aber der Zymasekomplex nicht zerstört, Gärung während der Bestimmung 
also nicht ausgcschaltet. Die Bedingungen der Analyse sollen deshalb dahin ergänzt 
werden, daß man immer zur Bestimmungslösung Toluol zufügt, 5 bis 6 Tropfen auf 
100 ccm, ähnlich wie schon Witxstättkr und vSTEinET/r' speziell lx*i maltasearmen 
Hefen einen weiteren Zusatz von Gift zur Bestimmungslösimg nötig fanden. 

Die Vcrflüssigungszeit darf nicht zu kurz sein, da sonst die l)ei der Abtötung 
einsetzende vSäurebildung in der Hefezelle noch weiter andauert und der Buffer, wenn 

[255] TalKdle 0. 

r^Ialtasezeitwcrtc nach dem Verfahren der Invertinl)estininiung, aber mit größeren 
ruffermeiigcn. (Die Bestimmungen wurden mit luo ccm ^lalto.selösung ausgei'iihrt.) 

Angewandte Ulfe j rhospliatpul'Or (r) ZdlRill Reakt.-Zcil ^ abn.Xni> Spaltung Z< ilweil 

i M-.ni. 


1 \C 2C)/\’ V. Zeitw. 41 0,21 

Toluol 

103,7 
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3,0c;i,|0,6 

57,0 

50,6 

53.0 

1 ,0 


1 07 ,0 

104,0 3.03 

4.33I56.8 

07 ,0 

31.5 
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So, 2 

137,6 3,06 
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(Diaiiiinon- 
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Rd I /II V. Zeitw. 51 i ,0 

Toluol 

107, s 

174.0 3.04 

5. •'^5,47 . 5 

60,1 

50,0 

5 3 - - 

und zwar 1.0 g ; 2,0 
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3.<h’DS,S 

Oo,() 

55-1 
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' 103,0 

i0(),0 3,14 
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Oo,0 

53.5 

50, s 

! 5 .<-> 


; bi,8 

173,2 I.OO 

3, So 20, S 

5‘).4 
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seine Menge [256] nicht erheblich vermehrt wird, nicht rasch genug das günstige 
/>H einstellt. Ist die Verflüssigung unvollständig, so sieht man unter dem Mikroskop 
noch unversehrte Hefezellen neben den anderen, deren Struktur zerstört und deren 
Plasma an die Wand gedrängt ist, deren Vakuolen entleert und glanzlos sind. W’ährcnd 
die Vorschrift Behandlung mit Hssigester für die Dauer von 4 bis 6 Minuten an rät, 
halten wir es für vorsichtiger, die Verflüssigung 10 bis 15 Minuten dauern zu lassen, 
dann zu verdünnen und mit Ammoniak zu neutralisieren. Bei einer Banwirkung 
von 10 Minuten bis über i Stunde finden wir den Maltasewert konstant. Bei zu langer 
Dauer, z. B. 4 vStundeii Einwirkung des Bksigesters vor dem Beginn des Neutralisierens 
(Nr. 12 der Tab. 7), leidet die Malta.se allmählich durch die gebildete Säure. Die an- 
gegebene Puffermenge, 0,12 g Na JIP04 • 2HO2 + 0,09 g KHzPO^ für den Ansatz 
von 100 ccm Maltoselösung, erscheint uns als etwas zu knai)]). Es ist ratsam, i g 
Phosphatmischung für 100 ccm Bestimmungslösung anzuwenden ; die W asserstoff- 
zahl bleibt dann o])timal bis zum Ende der Analyse trotz der proteolytischen \ or- 
gänge. 

Bestimmung mit Hilfe von Diammonphosphat. Die Hefe läßt .sich sehr 
gut allein mit Diammonphosphat abtöten und verflüssigen. Im mikroskopischen 
Vierte Mitteilung, Uie-vSe Zs. Bd. 115. 21.S 
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Bilde erscheinen Zellwände und Plasma der Hefe wenig angegriffen, die Vakuolen 
zu einer oder zweien gesammelt und durch Aufspringen der Zellliäutc entleert. Die 
Randfornien der Hefezellen und ihrer Hohlräume treten scharf hervor. Durch das 
Phosphat entsteht ohne weiteres, wenn die Menge nicht übertrieben groß gewählt 
wird, eine für die Maltase optimale Wasserstoffionenkonzentration, nicht über 7,3: 
um der Kinheitlichkeit der Bedingungen willen wurde auch dann noch der Puffer 
zur l\Ialtose zugefügt. 

Man verreibt etwa 10 g abgepreßte Hefe, deren Trockengewicht nicht unter 
25 % betragen darf, das ist die 2,5 g Trockensubstanz entsprechende Menge, mit 
1 g fcingc])ulvcrteni Diammonphosphat bis zur vollständigen Verflüssigung, die in 
8 bis IO Minuten erreicht ist. Dann verdünnt man mit Wasser auf 50 ccm und trägt 
je 20 cciu vSuspension in die Maltoselösung ein. Die Tab. 7 zeigt in den Versuchen 
Nr. 3 bis 8 und [257] 14 bis 17, in denen das Ammonphosphat 5 Minuten bis 22 vStunden 
einwirkte, Zeitwerte von 39,8 bis 43,5, die untereinander und mit dem nach dem 
Essigesterverfahren gefundenen übereinstiinmeii. Wird aber die Menge Dianimon- 
|)hos]3hat auf 20% gesteigert, so beginnt die Maltase in einigen vStunden zu leiden, 
der Zeitwert fällt ungenau aus. 

In den Wrsuchen 18 bis 21 der Tab. 7 wurde statt des Diammonphosphats 
die Phosphatmischung von = 6,8 angewandt, ebenfalls mit genauer (Jberein- 
.stininiung der Zeitwerte. 

Bestimmung nach Verflüssigung mit Natriumchlorid. Pline weitere 
Art der Abtötung, mc die mit Phosphat nur durch osmotische Vorgänge bewirkt, 
besteht im Vermischen der Hefe mit gepulvertem Kochsalz. Mit 10% vom Gewicht 
der Erischhefc erfolgte in meist weniger als 10 Minuten vollständige Verflüssigung 
unter Säurcbildung, so daß 10 ccm iproz. Ammoniaks für 10 g Erischhefe erforderlich 
waren. Nach Plinwirkung von 10 bis 30 Minuten wurde der Hefebrei verdünnt und 
neutralisiert. Die Versuche Nr. 22, 23 und 29 der Tab. 7 ergaben denselben Zeitwert 
wie mit E.ssigester oder Phosphat. 

Vergleich abgetöteter mit lebender Hefe. Die vSchlußfolgerung aus der 
Maltasebestimmung in abgetöteter auf den Maltasewert der lebenden Hefe wird durch 
den Vergleich mit der vSaccharasewirkung bestätigt. Es hat .sich in sehr zahlreichen 
Versuchen ergeben, daß verflüssigte Hefe ebensoviel rohrzuckerspaltende Wirkung 
ausübt wie frische Hefe unter den üblichen Bedingungen der Invertinbestimmung, 
also in toluolhaltiger Rohrzuckerlösung; das die Gärung unterdrückende Toluol tötet 
langsam die Hefe ab und mit der enzyniati.schen Aktivität der Hefe während dieser 
langsamen Zellgiftwirkung stimmt wiederum genau überein die Wirksamkeit der 
lebenden Hefe unter günstigen Gärbedingungen, bei Ausschluß eines schädigenden 
Agens. Die Zuverlässigkeit der Invertinbestimmung in Hefe konnten schon H. v. Eubkk 
und R. Blix' mit der Plrfahrung begründen: „Mit der gleichen Menge ein und der- 

’ Diese Zs. Bd. 105, vS, 83 [1919], und zwar 8. 88. 
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[258] Tabelle 7. 

Bestimmung der Maltase unter Abtötung mit Kssigester oder Phosphat oder 
Natriumchlorid. (Die Bestimmungen wurden mit i(X)ceni Maltoselösung au.sgeführt.) 


Nr.! Hefe 

1 

Vcrnüssij;iinR 

Art 1 Daiu'r 

' nnhiiiiKS- 

Kcakt.-Zfit ahn.iliiiu- Spaltiilii; ZritwiTl 

Miiiultn ' 

I Rc 2 n/\‘ ; 1,0 g 

jys.sige.stcr 

70 Min. 

68,3 

161,5 3'43 

! ' 

4,08:53,6 

f' 3 .-^ 4' -4 

4 i,<' 

2 ,, 

,, 

30 .. 

08,0 

161,8 3,. 10 

4.00' t;3,i 

62,6 42,0 

40.5 

3 .. 

Diammoiipho.sph. 10 % 

5 .. 

0 (-),O 

140,0 3,26 

3-85 514) 

6{),o 42,5 

434 > 

4 


15 „ 

J^ 2.5 

132,0 3,20 

3.75 5 >> 4 > 

,^8.7 41-2 

42,5 

5 


30 .. 

88,3 

> 333 ' 3.23 

3,74 50,9 

58,4 42,0 

43.5 

6 


1 vSld. 

97 4 > 

> 5 >.8 3 ..>''' 

3 , <19 52.5 

62,3 .12,0 

42,5 

7 i 


3 >> 

62,0 

2,87 

44.8 

-P,2 


8 


17 .. 

9 .VO 

>.^9,8 3,35 

4.17 52,2 

6^,0 31,:; 

49.5 

9 

Plio.sphatmi.sch. /)ii ^ 6.8 

30 Min. 

86,2 

> 3 >-.'; 3-27 

3.86 51,1 

()0, ^ 30,6 

49,0 

10 ,, i,ig 

l'Xsige.ster 

10 

00,8 

3.43 

533 > 

3 1 


11 

' ,, 

3 '^ .. 

85.2 

3 -. 30 

51,5 

42.3 


12 


4 Std. 

793 ' 

148.5 3 .i>> 

34,4 4 « 8 ..s 

61,6 35.8 

39,2 

13 

,, 

22 ,, 

98.0 

148,9 2.85 

3 . 3<4 44 ., =i 

51.9 71,5 

73.7 

14 

I 3 iammoiipho.s])h. 10 

loMiii. 

89.5 

3.4 1 

53.7 

4'>-7 


15' 


3 <> .. 

85,0 

: 3 • 3. 3 

52.3 

IO-.“; 


UV 


4 SUl. 

794) 

3-32 

51,8 

4 »-.S 


1/ 


22 ,, 

96,5 

3 - 5 5 

5 5 1 5 

39.8 


18 

Phosphatmisch. />,, 6.8! 

10 Min. 

89. 1 

'3.44 

53.7 

40,7 


^9 

! 

30 . , 

85,0 

4 b 3 .S 

52,.^ 

4<>-5 


20; 


4Sld. 

81,3 

3,36 

52.5 

39,5 


21 


22 ,. 



,> 4.7 

4». 7 


22 

Kochsalz IO?« j 

10 Min. 

107, <) 

171 .8 3,60 

4.39 5*^'. 3 

()8,5 .12,0 

32,2 

23 


30 

'^5.5 

1144) 3. 3Ö 

3-79 52.6 

59,2 4>'-2 

49, 1 

24 Rc 18/H; i,og 

Diammoiiphospli. 10% 

2 bis s 

90, 1 

3,38 

52,8 

38.4 




Min. 






-5 M .. 


1 vStd. 

324) 

90,0 2,1 5 

3 - 3 ''^ 33b 

52,8 38,8 

38,5 

2(y 

20% 

3 

31.« 

92, 8 1,98 

3.3» 3 <y 9 

51-9 45,5 

43.2 

27 Rd I /III; 0,9 g 

Ivssigester 

io]\Iin. 

81,0 

133,0 3.02 

3-59 47-1 

59,2 42,^ 

42.9 

28' 

Diammonphosph. 10 % 

10 

81,1 

130,0 3,00 

3 ..S 9 40,8 

59,2 32,3 

42,5 

^9: 

Koch.snlz 10% 

10 ,. 

83,0 

128,0' 3,01 

3-60 47.1 

59,2 42,3 

42.7 


selben Hefe wird nämlich . . . die gleiche [259] Iiivertase Wirkung erzielt, unabhängig 
davon, ob die Zellen durch Trocknen entwässert wurden . . . oder durch Toluol bzw. 
Chloroform an Zuwachs und Gärtätigkeit gehemmt wurden, oder ob die Hefe frisch 
zur Anwendung kam.“ Vergleichende Versuche von R. WibbSTÄTTER und F. Rackic* 
mit lebender und mit feinzerriebener Hefe sprachen zugunsten dieses vSatzes. Schon 
bei gewöhnlicher Bierhefe ist im Vergleich zu der starken Invertinwirkung die Gärung 
So langsam und geringfügig, daß durch Wegbleiben des Zellgiftcs kein erheblicher Fehler 
entsteht. Vollends erlauben die saccharasercich.sten Hefen, die in der neunten Abhand- 
lung über Invertin beschrieben sind, mit aller Genauigkeit den Vergleich der Invertin- 
wirkung von lebender Hefe bei Abwesenheit und bei Gegenwart eines Zellgiftcs aus- 
zuführen, denn hier kommt die Gärung neben der Spaltung gar nicht in Betracht 
(Halbgärzeit z. B. 2^2 Stunden, Halb.spaltung.szeit für Rohrzucker unter Gärbedin- 
gungen 15 Sekunden). Die Versuche mit und ohne Toluolzusatz (Tab. 8), für deren 

* Ann. d. Chem. Bd. 125, vS. i [1920/21], und zwar S. 12. 
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R. Wir, r.STÄTTKR lind K. Bamann: 


Ausfiiliruiig wir Herrn Gerhard Künstnkr zu Dank verpflichtet sind, ergaben 
vollkommene idiereinstimmung. 


Tabelle S. 

Bestiiiiiiiuiig des Invertins in invertinreiclier Hefe mit und oliiie Zellgift. 
(Bedingungen der Vergleiehszeitwertbestininiung. ) 


Nr. 

Vrr^siichs- 

baliiiijiiiiKt'ii 

lUf; Tnx keiihelV 
aiijruw. 1 . 

*’5 ccm 

Kcaklions- 

zcil 

Minuten 

Drehuim.-;- 

abiialiinc 

Spaltung 

1 

Zeit für 50 proz. | 
Spaltung 

Zcitwci 

I a 

ohne Toluol 

6,70 

13,0 

4.52 

66,0 

0,0 

20,2 

1 b 

mit 

b.70 

1 b 5 

4.70 

70.0 

9,0 

20,2 

2 a 

ohne 

7.22 : 

D 7 

2.17 

3 1 .6 

15,2 


2 b 

mit 

7.22 

•'^.3 

2,07 

3<>>2 

15-4 

37-0 

Dl 

ohne 

•Di 5 

1 - 1-4 

3-50 

5-^.4 

13-7 

37.0 

3 h 

mit 

.S.15 

14.2 

3.55 

5 r,S 

i 3 >b ! 

3b, 8 

.ja 

ohne 

10,10 

^>,9 

3 -<V 

44, .S 

7.0 

26.5 

,|b 

mit 

10, 10 

7,0 

3 -'V 

44.-^ 

8,0 

26,8 


[260] Hefen von den Zeitwerten 20 bis etwa 500 sind für die Invertinbestimmung 
ohne \Trgiftung geeignet. Invertinarme Hefen, z. B. Brcnncreihefen vom Zeitwert 1000, 
erfordern (Gegenwart \-oii Toluol, weil sonst die einsetzende (hlrung mit der Zeit 
ansteigende Invertinwirkung vortäuscht. Invertinärmste Hefen, zu denen wir in der 
elften Arbeit über Invertin gelangten, lassen sich, wie dort gezeigt wurde, nicht mehr 
in der üblichen \\'ei.se analysieren; man muß sie wie für die ]\Ialta.scbe.stinimung zu- 
erst durch Zellgift abtöten, wahrscheinlich, weil die noch vorhandene geringe Knzyni- 
menge für den Zucker nicht mehr genügend zugänglich i.st. 

Die Beobachtungen der elften Arbeit über Invertin scheinen auch auf das Ver- 
halten der I\[altase in der Hefe Dicht zu werfen. Die untersuchten Hefen sind durch- 
wegs maltasearm. Um die verwickelten Verhältnis.se zu erklären, die früher den Nach- 
weis und die Bestimmung der Maltase in frischer Hefe vereitelten, scheint die Berück- 
sichtigung ungeeigneter Acidität in der absterbenden Zelle nicht zu genügen. Der 
Vergleich mit invertinärm.sten Hefen kann zur Klärung der lu.scheinung beitragen. 
In diesen ist das noch übrige Invertin weder für vSäuren, noch Alkalien, noch für Rohr- 
zucker leicht erreichbar. Es ist möglich, daß die Maltase, deren Rolle für die (läriing 
eine ganz unwichtige i.st, für den in die Zelle eintretenden Zucker erst durch die starken 
\T‘ränderungcn bei der Abtötung genügend zugänglich gemacht wird, 

Beispiel: Bierliefe, durch 2. ständige Kiiiwirkuiig von o, 15 ii-H2vS04 invertinarm gemacht. 

a) Bestimmung des Invertins nach dem üblichen Verfahren: Reakt.-Zeit: 61 Minuten, 
Drehungsabnalmie : o ’b 

19 Verflüssigung mit Bs.sige.ster, Be.st. n. Zus. von Toluol unter Bed. d. Vergleichszeitw. 
(aiigew. 1,17 g Troekenliefe auf hx) ccm Zuckerlösung). 


Kcaktioiiri- 

Zeit 

Minuten 

Drehlings- | 
abnahine [ 

Spaltung 

Ilalbspaltuilg.^- 

zeit 

1 

b 4.4 

1.37 

20,0 

' 196 

126,0 

2.44 

35 .b 

192 

2.47.0 

4.24 

61,9 

I9I 


Zeitwert : 

i<S 7 (Xb 
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[261] IV. Direkte Vergärung der Maltose. 

Die vierte ‘ Mitteilung dieser Reihe handelt davon, daß die Hefe M, einige Zeit 
die einzige vom Berliner Institut für Gärungsgewerbe vertriebene Brennereihefe, 
und zwei aus der Industrie bezogene obergärige Hefen (Branntwcinliefen der vSinner 
A.-G. und der Spiritusfabrik Stadlau bei Wien) keine Maltase oder nur Spuren davon 
enthalten. Merkwürdigerweise fehlt diesen Hefen der Praxis eben dasjenige Knzyni, 
dessen Anwesenheit und Funktion nach der allgemein angenommenen Anschauung 
die \'orbedingung für die Vergärung des Malzzuckers sein sollte. C'brigens fielen 
so wichtige Hefen der Praxis auch durch ihre verhältnismäßig geringe Gärleistung 
auf. Die Gärungsindustrien sollten aus diesen analytischen Versuchen die Anregung 
entnehmen, die enzymatischen keistungen und die Gärlelstungen ihrer Heferassen 
quantitativ zu beobachten und neben der mikroskopischen Kontrolle bei der Aus- 
wahl und Reinzucht zu berücksichtigen. 

Der vStellungnahme von II. v. Kui,kr und K. Joskpiison' zur Frage der direkten 
Maltosegäriing verdanken wir die \Vranla.ssung, das Beweismaterial der vierten Mit- 
teilung zu vervollkommnen. Zu diesem Zwecke geschah es, daß die Zuverlässigkeit 
und Genauigkeit der Maltasebestininiung im vorigen Ab.schnitt nachgeprüft und über- 
zeugender gestaltet wurde. Die früheren Beobachtungen mit praktisch nialta.se- 
freien Plefen lassen sich auch durch den Nachweis ergänzen, daß unsere gewöhnlichen 
Bierhefen ebenfalls imstande sind, .Malto.se ohne vorangehende Hydrolyse durch die 
Wirkung einer besonderen Konqionente ihres Zymasekomplexes zu vergären. 

Eine Brennereihefe von noch unbekanntem Maltasegehalt, reine Branntwein- 
hefe der Zuckerraffinerie Frankenthal, Fabrik Regensburg, war in der elften Arbeit 
über Invertin das Material für Invertinverniinderung in der lebenden Hefe. Diese 
Regensburger Hefe (Vers, t der Tab. 9) enthält Malta.se nur [263] spurenweisc^ die 

[262] Tabelle 0. Versuche mit nialtasearmeii liefen. 


Xr. 

Hffe bzw. Aiilolysal 

XOrbchiJndliuig 

Invertin- 

Zeitwert 

(i 

Reakt.- 

Zdt 

Min. 

Malt.'isebestiimnnng 

1 100 eeni ^[a)t(l^!oli■>s^in,^| 

Zeitwert 

Drehlings- ,bzw,llalb- 

abnahme ' j spaltiings- 

; i zeit 

I 

Regensb. Braimlw. -Hefe 

ohne 

<>20 

3 ^> 

<> 

0 








0.2 s 

3.0 

50000 





-\t 4 <> 

0, 3 5 

s ,5 

53 (X )0 

- 


2 Std. mit 0,15 11-112804 

19000 

1 12.S 

0,30 

4.7 

40(;xx) 


1 



^340 

‘*.37 

s ,8 

50000 

3 

! 

I vSld. mit 0,05 u-NaüH 

25 OOÜ 

1 127,5 

0,26 

4.1 

50000 





-:34o ; 

0. 


53CKM) 

4 

büwenbräuliefe Rd i/III 

ohne ! 

366 

; 

-.93 

4531 

4 - 

5 


2 vStd. mit 0, 1 5 ii-IRSO, ' 

3(X)o 

223,5 

0,68 

10 , 7 ) 

1 880 





T050 

i.55 1 

-M .3 

2 360 

6 

Autol. aus Reg. Braimlw. - 

( 1 


590 

0.-^3 ; 

3,9 

40 0(.)0 


Hefe (angew. 20 ccm ent- 

1 2 Tage Aufliew. bei 0 > 


3-7 

0.15 i 


45 000 


sprecli. 2 g Trockeiihefe) 

1 5 -- ■ 


121 

0,02 1 

0.3 

— 


' Diese Zs. Bd. 115, vS. 211 [1921]. 


' Die.se Zs. Bd. 120, S. 42 [19--], und zwar S. 54. 
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R. Wirj^STÄTTKR Ulicl K. IUMANN: 


Halbspaltungszeit für Maltose beträgt für die Hefemeiige des Gäransatzes looooo Mi- 
nuten (am Ende der Halbgärung bestimmt 60000), die Halbgärzeit unter denselben 


Bedingungen 242 Minuten. 

(iär versuch: 30 60 90 

120 

1 

i8ü 

210 

242 Minuten 

7.0 15,5 24.3 


b3,o 


1 16,0 

144,0 ccm CO.^ . 


Auch hier gilt, daß die Maltose in Zeiten vergoren wird, in denen die Hydrolyse 
gar keine Rolle spielt. Die Genauigkeit der Maltasebestimmung ist dabei belanglos. 
Ein nach dem im Al)schnitt V beschriebenen Verfahren gewonnenes Autolysat dieser 
Hefe enthielt (Vers. 6 der Tab. q) keine Maltasc und bildete auch keine bei 3- bis 
5 tägigem Aufbewahren bei o*". 

]\Iehrstündige Behandlung mit o,i5n-vSchwefelsäure oder o,o5n-Natronlauge 
änderte den spurenweisen MaltUvSegehalt nicht. 

Wird Bierhefe nach dem Verfahren der Invertinverminderung von WiLi^STÄTTKR 
und J/JWKY 2 Stunden mit o,T5n-vSchwefelsäure behandelt, wobei der Invertinzeit- 
wert von 366 zu 3000 ansteigt, so verschlechtert sich zugleich der Maltasegehalt 
(Vers. 5 der Tab. 9) entsprechend den Zeitwerten 42 und etwa 2000 (gef. 1880 und 
2360). Diesem W'erte entspräche eine Halbspaltungszeit für die Hefemenge des Gär- 
ansatzes von etwa 4000 (3760 und 4720) Minuten gegenüber einer Halbgärzeit von 


167 Minuten, 
('dir versuch: 

3 « 

60 

90 

120 

150 

1 67 Iklinuten 


23,8 

47.^1 

7^.4 

99.4 

127,0 

144,0 ccm CÜ2 


Es ist indessen zu berücksichtigen, daß während der Gärung eine Neubildung 
von l\Ialtase wie von Saccharase erfolgt. Am Ende der Halbgärzeit wies die Hefe 
wieder einen Maltasegehalt entsprechend dem Zeitwert iü6 auf. Wenn man nun 
den am Ende erreichten Maltasegehalt dem Vergleich der Zeiten für Hydrolyse und 
Gärung zugrunde legt, das ist die für unsere Betrachtung ungünstigste Annahme, so 
steht der Halbgärzeit von 167 Minuten eine Halbspaltungszeit von [264] 212 Minuten 
gegenüber. Bes.ser würden die Zeiten der ‘/«-Gärung und -Spaltung verglichen. Denn 
es i.st noch unberücksichtigt, daß die Maltase im Gärversuch infolge der Wegschaffung 
des hemmend wirkenden Spaltungsproduktes Glucose stärker wirken kann, als die 
Maltasebestimmung anzeigt. 

V. Bildung von Enzymlösungen aus der Hefe'. 

(■nsere Anschauungen über die Bildung von Eösungen der Enzyme, z. B. der 
]\Ialtase aus der Hefe, hat sich in den letzten Jahren wesentlich geändert. Es gab 
Schwierigkeiten, Maltase aus der fri.schen Hefe ,,au.szulaugen“. C. J. Eintnkr und 
E. Kröbkr^ führten Unterschiede zwischen Saccharase und Maltase auf verhältnis- 
mäßige Schw'erlöslichkeit der Maltase zurück. Und E. ErsChkr ^ erklärte seinen 

‘ Fortsetzung d. Ab.scliii. A, 1 u. IV u. VII der er.sten Abh. über Invertin, Ann. d. Cliein. 
Fd. 425, vS. I [1920/21]. 

' Cheni. Fer. Fd. 28, S. 1050 [1895]. 

^ Chein. Fer. Fd. 27, vS. 3479 [1894] und dic.se Z.s. Bd. 26, vS. 60 [1898], und zwar vS. 75. 
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Befund, daß „beim Auslangen der Frisehhefc mit Wasser“ „nur das Enzym in Eösung 
geht, welches den Rohrzucker spaltet“, mit der Annahme, daß die Diffusion aus der 
unversehrten Zelle nach außen bei der Maltasc gehindert, hei der Saccharase nicht 
gehindert sei. Auch A, Ckoft Hii.i,'' gibt an, die Maltase „does not leave the cclls 
until they liave been thoroughly dried“. 

Die Auflösung von Puizyiiieii aus der Hefe, eingehend untersuelit in unserer ersten 
Abhandlung über Invertin, beruht auf den während und naeh der Abtotung der Zelle 
eintretenden enzymatischen \'orgängen der hreileguiig. Die Kunst der Darstellung 
von Knzymlösungcn höherer Reinheitsgrade besteht darin, die l-reileguiig eines En- 
zvins von den gesamten Vorgängen der Hefeautolyse soweit als möglich zu trennen. 
So gelingt es, wie in unserer Schlußarbeit (XII) über Invertin berichtet wird, Hefe- 
autolysate darzustellen, die 150 mal reinere [265] Invertinlösungen sind, als die in 
der ersten Abhandlung beschriebenen. 

Im folgenden wird die Darstellung der Maltaselösungcn so verbessert, daß man 
aus hrischhefe in 3 bis 8 vStunden 95 bis 100% des in der Hefe nachgewiesenen Enzyms 
in wäßrige Eösungen von Zeitwerten 12 bis 2, also Maltasewerten 83 bis 500 überführt. 
Noch vor kurzem konnten die Versuche über Isolierung der Malta.se den Eindruck') 
hervorrufen, daß „die Maltasc sehr .schwer aus der Hefe abtrennbar“ sei. Die ver- 
gleichende Auflösung von Saccharase und Maltase hat nun zu dem überraschenden 
Ergebnis geführt, daß die Malta.se sogar rascher als die Saccharase freigelegt und in 
Eösung übergeführt wird. 

Es gelang zum ersten Male ohne vorangegangene Trocknung, aus Hefe Maltase- 
lösungen darzustellen nach dem ,,Neutralisation.sverfahren“ der ersten Mitteilung über 
Maltase; mit Wasser verdünnt, wurde die Hefe der Wirkung eines Zellgiftes (Toluol) 
airsgesetzt und die allmählich produzierte vSäure von Zeit zu Zeit mit verdünntem 
Ammoniak neutralisiert. Das Verfahren wird nun dadurch verbessert, daß wir wie 
zum Zweck der Enzymbestimmung in der Hefe ohne Verdünnen mit Wasser die Ein- 
wirkung des Zellgiftes, am be.sten Essigester, vornehmen, um einige Zeit nach voll- 
ständiger Verflüssigung zu verdünnen, in einem Male zu neutralisieren und die Erei- 
legung des Enzyms in einem Tag oder noch kürzerer Zeit bei Zimmertemperatur 
vor sich gehen zu lassen. Die Bedingungen der Bestimmung in der Hefe selbst, wobei 
die Maltase noch zum allergrößten Teile in der Zelle zur Wirkung gebracht wird, sind 
also für die Entbindung der Maltase aus der Zelle die geeignetsten. 

Ks ist ein geringfügig erscheinender Umstand, ob die mit Wasser verdünnte 
Hefe der Einwirkung von Plssigester u. dgl. unterliegt oder ob das Gift zuerst einige 
Minuten lang auf die unverdünnte, immerhin 75 % Wasser enthaltende Hefe einwirkt. 
Aber dieser kleine Unterschied ist von großer Tragweite für den Wrlauf des cnzy- 
niatischen Protoplasmaabbaucs, [267] wovon die Freilegung eines zuckerspaltenden 
Knzyms ein Teilvorgang ist. Man war geneigt anzunehnien, da es vorsichtiger und 

^ Jüurn. Chem. Soc. Bd. 73, vS. 634 [1898]. und zwar vS. 635. 

9 H. V. Eur,KR und K. JosKpiison, Die.se Zs. Bd. 120, S. 42 [1922], und zwar vS. 56 
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R. WiiJ^STÄlTKR und K. Bamann : 


[266] Tabelle 10. 

Vergleich der Treileguiig von Malta.se und Saccliarase aus frischer Hefe nach Ab- 
tötung in unverdünntem Zustande. (Röwenbräuliefe Rd i/lll; Invertinzeitwert 366, 

Maltasezeitwert i . ) 


VerfliissiKung utul Art 
■ ^ der Aiitolysc 

Uaner 

der 

Aiitü- 

lyse 

Stdn. 

Maltase 

M. 4 e.l. i . 
i,i Vl' intle-rrg 

angow 1 

TrcK^kcnhcfc: r 

j l'.nzyuilosimg 

Aus- 

luMltC 

.Saccliarase 

s.v.r:. 1 . 

angew, T'-oekenhefe 

Timkenhefe 91 y 

1 J'.nzymlosimg 

Aus- 

beute 

I Hefe vom Trockengewicht 

5 

0,0244 : 

54 , b 

0,4550 0,1330 

29.. 1 

20,8 "0 ; mit Ivssige.ster bei 

17 

,. 0,0 10 1 


0,3.360 

76,0 

2 3‘\ gebrochen 

24 

1 0,0 180 

77.4 

1 0,.j2 50 

93-5 

2 Hefe vom Trockengewicht 
22,7%; mit F.s.sigester bei 
2y\ ungebrochen 

20 

0,0238 

97,9 

j 0,3120 

68,5 

3 Hefe vom Trot'kengewicht 


0,0 1 1 5 

47-1 

,, o,ti6o 

25,6 

26,6 % ; mit E.s.sigester l)ei 

«V: 

0,0101 

78.1 

0,2000 

1 43,0 

23'-, ungebrochen 

22 

0,0250 

102.5 

,, o,.1640 

1 102,0 

Hefe vom Trockengewicht 


0,0118 


0,1700 

i 37,4 

24,1 % ; mit Diammonpluxs- 

8'/ö 

0,0175 

71.^ 

0,2090 

; 45,9 

phat bei 23 ungebrochen 

22 

0,02 2() 

02,6 

0,2540 

i 55.9 

5 Hefe vom Trockengewicht 


0.0 loi 

7 <S,i 

0,1005 

i 24,1 

26,6 "0 ; mit Dianmionphos- 


0,0229 

1 94.0 

0,1890 

41,5 

])hat bei 23°, ungebrochen 


• 0,0246 

10 1 ,0 

0,4530 

96,6 

6 wie 5 

3 

0,0232 

95,2 

0,1820 

40,0 


4 

— 

“ 

0,3070 

67,5 


5 

,, 0,0265 

108,5 

0,3300 

94,4 


schonender ist, die Frischhefc, verdünnt mit dem gleichen oder doi)])elten Gewicht 
Wasser (also was.serfreie Hefe mit etwa 10 Teilen Wasser), der langsamen Einwirkung 
von Toluol, Chloroform oder Kssigester auszusetzen, daß unter solchen Bedingungen 
besonders reine Enzymlösungcn entstehen. Es hat sich aber in dieser Arbeit und 
besonders in den gleichzeitig au.sgcführten letzten Untersuchungen über Invertin 
(X. und XTI.) gezeigt, daß die Ereileguiig und Auflösung der vSaccharase und der Mal- 
tase und der Proteasen viel .selektiver und dabei verlustlos verläuft, wenn durch 
den kräftigen Eingriff der Abtötung unverdünnter Hefe unter Verflüssigung und 
Abtrennung des Verflüs.sigungs.saftcs die Exosmo.se der Enzyme eingeleitet wird. 
Bei den ein wenig älteren Verfahren, Invertinlösungen darzu.stellen, geht mit der vSaccha- 
rase und Maltase das halbe Gewicht der Hefe infolge autolytischer Vorgänge in 
Lösung. Nach unseren neuen Methoden, wobei als wesentliche Verbesserung die 
Fraktionierung während der Autoly.se hinzukornmt, werden die Enzyme quantitativ 
in wäßrige Lösung übergeführt zusammen mit ^{20 bis zu ^/lo der Hefemasse. Aus 
diesem Vergleich folgt, daß beim langsamen Vergiften verdünnter Hefe weitgehender 
enzymatischer Abbau des ganzen Hefeinhaltes stattfindet, daß sich dagegen bei 
energischer Abtötung der unverdünnten Hefe und darauffolgendem Verdünnen und 
Abtrennen des Verflüssigung.ssaftes vorwiegend die gesuchten Enzymkomplexe vom 
Zellinhalt ablösen und mit verhältnismäßig wenig Ballast in wäßrige Lösung über- 
treten. 
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Die Zusammensetzung der aus unverdünnt abgetiiteter und aus verdünnter, 
langsam vergifteter Hefe bereiteten Knzymlösungen ist, auch abgesehen \'om Rein- 
heitsgrade, wesentlich verschieden (vgl. Abh. XII über Invertin). Die einen weisen 
natürliche Komplexe der Enzyme in mehr geschontem, dem ursi)rünglichen näher 
verw^andten Zustande auf, während die andere Art von Eosungen, die älteren, nament- 
lich nach den proteolytischen Vorgängen der Alterung, weitgehend verwandelte' 
Knzymaggregate enthalten . 

[268] Die Vorgänge der Freilegung einzelner Ibizyme lassen sieh mm klarer ver- 
folgen und ({uantitativ vergleichen. Die Auflösung der Maltasc und der vS^iceharase 
wird verglichen in den Versuchen der Tab. 10, die nach dem Verfahren der Ilefe- 
abtötung ausgeführt sind, teils durch Vergiftung mit Essigester, teils durch osmotische 
Zerstörung mittels Diammonphosphats. Es .sind beispielsweise nach diesem zweiten 
Verfahren (Vers. 6) in 3 vStunden 95% Maltase neben 40% der Saccharase, in einem 
anderen Beispiel (Vers. 5) 94% Malta.se zugleich mit 41% vSaccharase in Lösung über- 
geführt worden. Nach Abtötung mit Essigester erfolgte im Vers. 3 der Tabelle die 
Auflösung von 78% Mrdtase in 8'/: Stunden, während zugleich nur 44% Sacchara.se 
in Lösung gingen. 

Darstellung mit Hilfe von Essigester. Die .seharf abgepreßte Hefe ver- 
rührt mau mit Hilfe eines dieken (llas.stabes in einer Fulverflasche mit Essigester 
(10 ccm auf 100 g Frischhefe) bis zur Verflüssigung, die in etwa 5 bis lo Minuten 
vollständig wird. Die dünnbreiige Mas.se bleibt dann noch eine Zeitlang stehen, etwa 

Stunde, während deren Säurebildung erfolgt und wieder nachläßt. Darauf ver- 
dünnen wir mit Wasser und stellen mit verdünntem Aminoniak neutrale Reaktion auf 
Lackmus her. Die Analyse herausgenommener Frobeii zeigt die zweckmäßige Dauer 
der Autolyse an. Bei höchstens eintägigem Stehen gehen 95 bis 100% der IMaltase 
in Lösung, in zu langer Versuchsdauer bei Zimmertemperatur kann die Ausbeute 
zurückgehen. 

Um Maltaselösungen von noch höheren Reinheitsgraden zu gewinnen, empfiehlt 
es sich, wie für Invertin beschrieben, kurze Zeit nach dem \erdünnen mit W as.ser 
durch Zentrifugieren die bei der Hefeverflüssigung und kurz danach ausgetretenen 
Stoffe abzutrennen und die wieder mit Wa.sscr und Essige.ster angesetzte Hefemas^t' 
einen Tag der Autolysc zu überla.ssen. 

Darstellung mit Hilfe von Dianinionphosphat. Der \ erlauf der Frei- 
legung hängt vom Wassergehalt der Hefe ab; 2iproz. Hefe i.st zu feucht, scharf ab- 
gepreßte, die 25 bis 27 % Trockensubstanz enthält, ist sehr geeignet. Die Gewinnung 
[269] der Maltase und Saccharase i.st .so noch einfacher, man braucht nur die Frischhefe 
mit 10% ihres Gewichtes an fein.st gepulvertem Fhosidiat bis zur Verflüssigung zu ver- 
rühren und nach etwa i Stunde mit Wasser, dem 10 fachen auf 'i rockeiihefe berechnet, 
zu verdünnen, wobei das Neutralisieren wegfällt. Gewöhnlich ist die Maltase in 5 bis 
8 Stunden quantitativ in Lösung übergeführt. 
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VI. Zunahme der Maltasewirkung in den Autolysaten. 

Für Arbeiten mit Maltaselösungen ist es von entscheidendem Nutzen, daß die 
Lösungen dauernd bei o” (nicht nur im Eisschrank) aufbewahrt werden. Schon in 
der ersten Mitteilung dieser Reihe sind merkwürdige Beobachtungen über Zunahme 
von Maltasewerten der Autolysatc gemacht worden, aber die Aktivitätssteigeruiig und 
die Inaktivierung des Enzyms überdeckten sich. Die Maltasc ist viel weniger beständig 
als die Saccharase. In den Autolysaten, die als Ausgangsmaterial für Invertin dienten, 
verschwand die Maltase beim Altern bei 30° stets schon in i Tag, beim Stehen bei 
Zimmertemperatur oft in einigen Tagen. Dagegen waren bei 0° unsere Maltase- 
lösungen mehr als i Woche ganz haltbar. So läßt sich nun in allen Fällen, beginnend 
am 2. oder 3. Tage, bedeutende Erhöhung der Maltasewirkung beobachten, und zwar 
ohne eine Änderung des zeitlichen Verlaufs der Einwirkung auf Maltose, 

Wie die Tab. ii zeigt, stieg die Aktivität der Enzymlösungen von 0,0278, 
0,0301 und 0,0290 scheinbaren Maltaseeinheiten auf 0,0425, 0,0488 und 0,0485 M.-[e]. 
an, also bis um 67%. Diese am Invertin von uns nie beobachtete Erscheinung kommt 
vielleicht dadurch zustande, daß ein mit der Maltasc vergesellschafteter rcaktions- 
hemmender Bcgleitstoff verändert oder abgeschieden wird. Diese Annahme gibt 
einem Ein wand recht, den vor einigen Jahren A. KiKSKk^ ganz allgemein, glücklicher- 
weise zu allgemein, gegen die quantitative Vergleichbarkeit verschiedener Objekte 
in bezug auf ihren I'ermcntgehalt geäußert hat. 


[270] Tabelle 11. 

Gang der Maltasewirkung in den bei o" aufbewahrten Autolysaten. 

( IO eeiu Autolysat, entspr. i g angew llefetrockeiisub.staiiz, auf 100 ccm Maltoselösung einwirkend.) 


.-XiitolvSiit * 

Nr, 

Alter 

Tilge 

Kc'iiktions/.cit ^ l)rcliuiigs;il)iialmic 

1 Minuten 


S])altung 


Oehall an 

Maltasc’ 

Aklivitiits- 

zunaliinc 

I 

Ü 

70,7 


3.17 



49,5 



0,0278 1 



,1 

29,0 

58.3 

130,0 2,30 

3- >5 

4.40 

39.9 

49.3 

99,0 

0.034 s 

24,0 


6 

. 34-7 

87,0 

159,2 2,74 

3-89 

4.98 

42,8 

60,. 3 

73.0 

0,0395 i 

42,0 


() 

50,0 


' 3.28 



51.3 



0,0425 

53 ,f> 


12 

40,0 


2.87 



4.1,8 



0,0385 


II 

0 

59-0 

104,2 

' 2,99 

3.78 


46,0 

59.1 


0,0294 



I 


95.5 

2,94 

3.89 


45.9 

9 o ,9 


0,0350 

19,0 


4 

40,0 

95.5 

2,86 

3.43 


44.7 

53.5 


0,0377 

28.0 


7 

: 80,0 


3-35 



52.3 



0,0277 


III 

0 

' 51.9 


1 2,88 



45 .(> 



0,0301 



2 

40,2 


' 3.17 



49.5 



0,0488 

62,0 


6 

7-5 

20,0 

; 1.24 

2.02 


19.4 

31.9 


0.0385 


IV 

0 

; 5^^. 5 


' 2,05 



1 49,1 



0,0290 



2 

' 97,0 


3,22 



' 50.2 



0,0298 

3.0 


.3 

53 .f> 

97,8 

78.9 3,28 

3,95 

3.90 

51.3 

57.0 

61,0 

0,0416 

44 .« 


4 

! 95.7 


3-80 



, 59.3 



0,0485 

97,0 


7 

1 93,0 

H3.7 

3.21 

3.95 


1 50.1 

57.0 


0,0329 



9 

9 kj,o 


; 2,89 



45.1 



0,0262 



1 1 

37 -<^ 

70,0 

I 1 5,0 i 2 ,(X) 

2,68 

3. .50 


4 1.9 

51.9 

0,0187 



18 

' 214.5 


: ^.73 



1 

! 1 1.4 



o,ooü6 



' Diese Zs. Bd. 118, 8. 284 [1921/22J. 
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Neben dem Enzymzuwachs bemerkt man in den Autolysaten, wie schon in der 
ersten Mitteilung erwähnt, beim Stehen die Bildung eines geringen, sehr feinen Nieder- 
.schlags. Die.ser vermag aber, der klaren Flüssigkeit zugesetzt, nicht etwa eine Hemmung 
der Maltosespaltung zu bewirken. Eine andere Müglichkeit für das Zustandekommen 
der Aktivitätszunahme wäre die Neubildung von Enzym aus einer Vorstufe, Mit 
dieser Hypothese steht indessen schlecht in Einklang, daß die Maltasemenge bei 


[271] Tabelle 12, Haltbarkeit derMaltase bei verschiedenen /.„ und Temperaturen. 


Nr. 

MiiUiisdöstiiiji 

Darstclhing 

in locan, 
entspr. i k 
TrDckcnhcf«. 

Aiifl)cwaliruii]L; 

Ikdinj^iuiftcu 

l):nu’i 

! (Stdii.) 

M.-K',]. 
in Io ccm 

Aktiviläts- 

vcrlnst 

0/ 

1 

mit Rssigester bei 23°, unge- 
brochen 

0,0180 

in der L)ialy.se 

06 

0 

vollständig 

2 

3 a 

mit Ks.sigester liei 23", unge- 
brochen 

mit lissigester liei 2?", unge- 
brochen . 


pH 6,8 ; bei 23 

.. 6,8; 8^ 

96 

96 

0 

0,0 1 .g) 

2 1 ,0 

3 h 

mit Rssigester liei 23"’, unge- 
brochen 


.. 6,8; .. 8^’’ 

120 

0,0142 

24,8 

3 <- 

mit Rssigester bei 23'’, unge- 
brocheii 


,, 6,8; ,, 8" 

144 

0.01 1 s 

40,0 

4 

mit Ivssigester bei 23”, unge- 
brochen 

0,0238 

• • 5.5; -: 3 " 

44 

■11 

0 

vollständig 

88,8 

5 b 

mit Rssigester bei 23^’, unge- 
brochen 


6,3; ., 23'- 

0 ,(X )266 

( ) 

mit Rssigester liei 23", unge- 
brochen 


.. 6,3; ,. 23"' 

64 

vollständig 

6 a 

mit Rssigester bei 23“, unge- 
brochen- 


.. 6,8; .. 23" 

•14 

0,0160 

32,8 

6 b 

mit Essigester bei 2R\ unee- 
brochen 


6,8; ,. 23’^ 

64 

0,01 16 


;a 

mit bXsigester bei 23 gebroclieii 

0,01 I 8 

.. 7.5; .. ^3" 

48 

0,00725 

38.5 

7I) 

mit Essigesterbei 23 gebrochen 


.. 7.5 i •• -.V' 

100 

' 0,00107 

90,5 

8 

mit Rssigester bei 23 unge- 
brochen ' 

0,0238 

.. «.3; .. ^3' 

„ 6 , 8 ; .. R 

•14 

0 

vollständig 

9 

mit Diammon])hosphat bei 23"’, 
ungebrochen 

0,0264 

-4 

0,0264 

0 

IO 

mit Riaiumonphosphat bei 23“', , 
ungebrochen 

0,02 SO 

4.5; .. R 


0.02. j 2 

9,0 

11 

mit Diammonpliosphat liei 23 
ungebrochen 


8,3; ,, r 


0,0241 

7.0 


der Auflösung aus der Hefe [272] anscheinend konstant bleibt und daß die Hefe 
unter Bedingungen sehr reichlicher Saccharasobildung, nämlich bei Ciärführung 
mit niedriger Zuckerkonzentration, in nur geringem Maße ihren Maltascgehalt 
verinelirt. 

Aus der Tabelle ist ferner zu ersehen, daß nacli Verlauf von etwa 8 Tagen 
die Maltase Wirkung zu sinken beginnt. Auch dabei tritt keine Änderung der 
Kinetik ein. 
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Dieser (»ang der Aktivität ist an Maltasclösuiigen bei dem günstigen beobachtet 
worden. WÜe schon D. I\IiciiAKiJS und P. Rona^ gefunden haben, ist die Maltase 
in sauerer und alkalischer Dösung viel leichter zersetzlich (vgl. die Tab. 12). Für die 
Isolierung des Enz3mis i.st es jedoch wichtig, die Tonerdeadsorbate, die Gemische 
von Maltase und Saccharase enthalten, zur Elution mit saueren und alkalischen Mitteln, 
nämlich mit primärem und sekundärem Phosphat zu behandeln. Wenn man bei einer 
Temperatur von wenig über o'" arbeitet, dann wird, wie aus den Versuchen 10 und ii 
der Tab. 12 ersichtlich, sowohl ein /)„ von 4,5 wie von 8,3 einige vStunden lang mit 
Verlusten \'on nur etwa 7% ertragen. Durch Erniedrigung der Temperatur auf 0° 
und Abkürzung der Operationen läßt .sich auch dieser Verlust vermeiden. 

'■ Biodieiii. Zs. Bd. 57, JS. 70 I1913]. und zwar S. 77. 
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66. TRENNUNG VON MALTASE UND SACCHARASE. 

Von Richard Willstätter und Eugen Bamann. 

vS i e b e n t e Mitteilung über AI a 1 1 a s e. 

(Aus dem Clicmischeii Laboratorium der Baycrisehen Akademie der Wisseiisehaften in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 29. Oktober 1925.) 

Einleitung. 

Es ist die Aufgabe dieser Arbeit, die Adsorptionsinetliode für die Fraktionierung 
von Knzyrngemischen weiter zu entwickeln. Das erste von uns untersuchte BeispieD 
der Trennung von Knzymen betraf das Geniisch von drei Pankrcasenzyinen, die auf 
so verschiedene vSubstrate wie Fette, Proteine und v^tärke eingestellt sind. Ks gelang 
mit Hilfe von Tonerde, die Fipase, wie cs schien, auf Grund ilirer mehr ausgeprägten 
sauren Eigenschaften, von Trypsin und Amylase zu trennen, während sich Try])sin, 
anscheinend gemäß seiner basischen Eigenschaften, von der Amylase scheiden ließ. 
Die einander viel näherstehenden biosenspaltenden Enzyme werden geringere Unter- 
schiede im Adsorptionsverhalten zeigen. Man wird feinere Methoden aufsuchen müssen, 
um ihre bei der vorsichtigen Autolysc der Hefe entstehenden Gemi.sche zu fraktionieren. 
Ähnliche Aufgaben stellt die Untersuchung der proteolyti.sclien Enzyme. E. Wald- 
SCIimidt-Eeitz und A. IIarteneck läsen in einer demnächst erscheinenden Arbeit 
das Gemisch der [274] pankrcatischen Proteasen, Trypsin und Erepsin, in die Kom- 
ponenten auf und auf andere Weise trennen in einer zu veröffentlichenden Untersuchung 
R. WiEESTÄTTER uiid W. GrAvSSmann die Hefeproteasen, ebenfalls tryptisches und 
ereptisches Enzym. 

Die experimentelle Methode eilt der theoretischen Erklärung voraus. Die auf 
U. Michaeeis*) zurückgehende einfache Anschauung, nach der die Adsorbentien ver- 
möge ihrer sauren oder basischen Eigenschaften auf die Enzyme oder richtiger auf 
die Enzyinkomplexe von eiitgegenge.setzter elektrochemischer Natur wirken sollen, 
ist, wie sich im folgenden zeigen wird, nicht mehr genügend, die beobachteten Unter- 
schiede zu erklären. In dem Aluminiumhydroxyd von der Formel AIO2H, das weder 
mit 38proz. Salzsäure noch mit 4proz. Natronlauge merklich zu reagieren vermag, 

‘ R. WiEESTÄTTKR und F. \Vaed.sch.midT-Lkitz. Die.se Zs. 1 kl. 125 , S. 1 32 [i 922/23 ) (A bh. 6*9). 

*) Biochem. Zs. Bd. 7, vS. 488 Lo;o7/o8]; L. Michakus und M. Kiikknrkicie Biochem. 
^s. Bd. IO, vS. 283 [1908]. 

Willstätter, Etizyiiie. 
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finden wir ein so aiisgeproclien selektives Adsorbens, daß nicht die saueren oder basiselu i, 
Kigenschaftcn dieser Tonerde, sondern noch nicht genau definierte Affinitätsverhall 
iiisse für die Adsorptionswirkungen bestininiend ^ein müssen. 

Im Zusammenhang mit unseren Arbeiten über die Isolierung von Enzymen und 
zu ihrer Unterstützung haben wir eine Reihe von Hydrogelen zu untersuchen begonnen. 
Unterschiede der chemischen Konstitution und des Rcaktions Verhaltens sollten bei- 
spielsweise in den Aluminiumhydroxyden aufgesucht und der Adsorptionsmethode 
dienstbar gemacht werden. Die.se Absicht wird durch die Darstellung einer größeren 
Reihe von Tonerde-gelen gefördert, die R. WiuIvSTÄttkk, H. Kraut und 0. P^rbaciikr 
demnächst in einer siebenten Arbeit* ..tlber Hydrate und Hydrogele“ beschreiben 
werden. Das frisch gefällte, so rasch als möglich ausgewaschene Hydrogel A1(0H)3 
und dasselbe nach eintägigem oder inehrtägigcm Altern wird genauer unterschieden 
von dem für Adsorptionszwecke gewöhnlich verwendeten länger gealterten Tonerdegel. 
Zu diesen vSorten kommt ein bei 250'’ durch [275] Ivinwirkung von Ammoniak auf 
A 1 ( 0 H )3 gewonnenes Tonerdegel von der Formel AIO 2 H, das sich als ein sehr nütz- 
liches Adsorbens erweist. 

Das kurz gealterte Tonerdegel A1(()H)3 ist in seiner auswählenden Adsorptions- 
wirkung auf (lernische von Maltase und vSaccharase dem ganz frischen Gel weit über- 
legen und es wird seinerseits erheblich übertroffen vom Gel der Formel AKEH. Die 
neuen Hydrogele vermögen zum Unterschied von den gewöhnlichen Tonerdesorten 
die Maltase reichlich, aber die Saccharase nur spärlich aus den Autolysaten zu adsor- 
sicren. Manche Hefeautolysate liefern so .schon in einem Vorgang Adsorbate und 
daraus mit Diammonphosphat Elutionen von enzymatisch einheitlicher Maltase, 
während zugleich die J.ösungen der vSaccharase mit geringem Verlust von ihrem Ge- 
halt an Maltase befreit werden. 

Die auswählende Adsorption wird ergänzt durch eine Methode der auswählenden 
lUution aus den Enzymadsorbaten. Aus den Tonerdeadsorbateii werden Maltase 
wie Saccharase durch schwach alkalisches Phosphat eluiert, auch noch durch Phosphat- 
mischung von - 6,8, aber von primärem Alkaliphosphat wird die Saccharase 
fast allein eluiert und zwar vollständig, während der größte Teil der Maltase enzymatisch 
einheitlich im Adsorbat zurückbleibt und daraus gewonnen werden kann. 

Für die Kenntnis der Adsorbentien ergibt sich aus diesen Beobachtungen, daß 
sie auf Grund der Adsorptionsversuche mit einzelnen Enzymen unvollständig oder 
unrichtig beschrieben werden. Man prüfte z. B. ein Tonerdegel mit Invertin, mit 
T/ipase oder mit Amylase usw\ So wäre das Gel AIO 2 H nach seinem Verhalten gegen 
Invertin und andere Enzyme als ein unbrauchbares Adsorbens zu bezeichnen. Eine 
genauere Kenntnis gewährt die Prüfung mit Enzymgeniischen, wie den Hefccarbo- 
hydrasen, den beiden Pankreasprotcasen oder den beiden Hefeprotcasen. Man ge- 
winnt für die Adsorptionsmethode bessere Reagentien, für die Erklärung der Adsorp- 
tionserscheinungen vollkommeneres Beobachtungsmaterial . 

* ylbh. 22. 
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[276] Experimenteller Teil. 

Vergleich des Adsorptionsverhaltens von Maltase und Saccharase. 

Das Material für die Adsorptioiisversuchc bestand in zwei Arten von Geniiselien 
der Maltase und vSaccharase. Die Bnzytnlösimgen aus gewöhnlicher Bierhefe ent- 
hielten auf I M.-[e]. nach beendeter l'reilegung beider Enzyme etwa das iS fache an 
Saccharase, mit analogem Maße, also Vergleichseinheiten, gemessen. In einem Auto- 
lysat aus der durch Gärführung bei niedriger Zuckerkonzentration gewonnenen iii- 
vertinreichen Hefe trafen hingegen auf i M.-fe]. 666 S.V.Ty Die Autolyse wurde nach 
vollständiger Freilegung des Invertins, nach 30 Stunden, abgebrochen. 

1, Enzymllxsungen aus loog HefL“troekon.suhst. (.‘iitli. 2,7<S M.-jcj. und 53,5 vS.V.lv. ; 2,(j,| 
M.-[l']. und 66,0 S.V.F. ; 3,01 M.-[e]. und 51,9 vS.V.Tv. ; 2,90 M. -[<-*]. und 31,6 vS.V.lv. 

2. En/yiulösung aus 100 g invcrtinrcidi gemachter Trockenliefe v. Tnv.-Zeitvv. i",4 eiitli. 
1,4.^ M.-[e]. und 960 vS.V.K. 

Die Maltase enthaltenden Eösungen waren ununterbrochen auf 0'' gehalten und 
alle Operationen, wie Adsorption, Trennung von Re.stlösung und Adsorbat in einer 
rasch auslaufenden Zentrifuge, Auswaschen des Adsorbates und Untersuchung der 
Restlösung sind so genau wie möglich bei 0" ausgeführt worden. 

Unter den angewandten Adsorbentien sind drei neue einer demnächst zu ver- 
öffentlichenden Untersuchung Von WTlLvSTÄtthr, Kraut und Erbacher entnommen: 

1. Toncrdegel Al(OH)3, aufs ra.scheste dargestellt, so daß das Auswaschen in 
der Zentrifuge in 2 vStunden nach der Fällung beendet war; die Verwendung geschah 
3 bis höchstens 4 vStundeii nach Beginn der Ausfällung. 

2. Dasselbe nach Alterung von einem Tag oder einigen Tagen. 

3. Tonerdegel AIO2H. 

Die Mehrzahl der quantitativen Analysen, die den Angaben über Adsor])tions- 
verhaltcn und über Trennung der Enzyme zugrunde liegen, haben infolge der Ver- 
änderlichkeit der Reaktionskinetik nur die Bedeutung von Schätzungen oder von 
qualitativen Beobachtungen. Die Maltasemengen M.-|ei). [277] der Ausgangslösungen, 
die stets der i. Zcit-Ümsatzkurve der .seclnsten Mitteilung (Abb. 4) folgten, und die 
Maltasemengeii M.-[e2]. der aus den Adsorbaten gewonnenen Elutionen, deren Kinetik 
der 2. Kurve (Abb. 6 der sechsten Mitteilung) zu folgen pflegte, sind nicht ohne weiteres 
vergleichbar. Noch weniger geeignet für Mengenvergleich sind die Maltasewirkungen 
der meisten Adsorptionsrestlösungen und Adsorbate, weil diese die Maltosesj^altung 
mit von Fall zu Fall verschiedenem zeitlichem Verlauf bewirkten. Genaue quantitative 
Angaben sind daher im allgemeinen nur dann zu verzeichnen, wenn es sich um das 
Vorhandensein von 100 oder 0% Maltase handelte. Immerhin i.st auch da, wo aus 
der Wirkung nicht auf Mengen des Enzyms geschlo.ssen werden darf, das Adsorptions- 
verhalten des Enzymgemisches gegen verschiedene Adsorbentien genügend vergleich- 
bar, da die Maltosespaltung in etwa demselben Bereiche zwischen 15 und 30% Hydro- 
lyse mit gleichen Mengen der Adsori)tionsrestlösungen ermittelt wurde; die Invertin- 
bestimmung begegnete keiner Schwierigkeit. 


59 = 
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Kaolin. L. Michaeeis und P. Rona* haben schon in ihren Untersuchungen 
über die Wirkungsbedingungen der Maltase beobachtet, daß im Gegensatz zum In- 
vertin die Maltase durch Kaolin sehr merklich adsorbiert werde. Nach unseren Ver- 
suchen (Tab. i) mit vollständig ausgewaschenem salzsäurebehandeltem Kaolin wird 
aus den Autob^saten, deren großer Hefegummigehalt die Adsorption stört, Maltase 
viel reichlicher als vSaccharase adsorbiert, z. B. .schätzungsweise mehr als ^/lo von 
ersterer zugleich mit 3 /io der letzteren. Wurden die Adsorbate sofort bei o° unter- 
sucht, so fanden sich darin in einem balle noch etwa 14, in einem anderen etwa 20% 
der adsorbierten Maltasemengc. Diese Zerstörung der Maltase im Kaolinadsorbate 
hatten schon Wielstätter, Oppenheimer und vSteibeet^ beobachtet. In den ver- 
schiedenen Tonerdeadsorbaten ist dagegen die Haltbarkeit des Enzyms bemerkens- 
wert. 

[278] ^ Tabelle I. 

Kaolinadsorptioii von ^laltase und vSaceliara.se aus Gemischen. 



Tonerde. Alle Gele von AluminiumhydroxyM adsorbieren verhältnismäßig 
mehr Maltase als vSaccharase. Am wenigsten geeignet für eine Trennung war eines 
der üblichen Präparate von lange gealtertem Aluminiumhydroxyd C. Dieses nahm 
aus zwei Autolysaten (Vers. 2 und ii der Tab. 2) schätzungsweise neben 2/3 bis ‘I/5 
der itlaltase 7 bis 12 % der vSaccharase auf. Die Enzymlösungcn verhielten sich übrigens 
sehr ungleich; bei den Autolysaten I und II waren alle Unterschiede zwischen beiden 
Enzymen größer als bei IV. 

Das Verhalten der vier verschiedenen Tonerdegele ist nach den Versuchen der 
Tab. 2 so abgestuft, daß die Bevorzugung der Maltase ansteigt von lange gealterter 
Tonerde C zum frisch dargestellten GelAl(OH)3, weiter zum nämlichen aber kurz 
gealterten Gel und noch mehr zum Gel von der Formel AlO^H. Der Adsorptions- 
wert dieses Tonerdegels für Maltase beträgt nur etwa V5 von dem der gewöhnlichen 
Tonerde C, aber Invertin wird von AIO2H aus den Autolysaten mit mindestens 25 mal 
schlechterem Adsorptionswert aufgenommen, als von gewöhnlicher Tonerde. 

Das Gel AlOJI wurde mit Invertin allein geprüft. 

' Biüchcm. Z.s. Bd. 57, vS. 70 [1913], und zwar vS. 82. 

Diese Zs. Bd. iio, S. 232 [1920], und zwar S. 240. 
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[279] Hydrogel AlOJI: 

Ads. von Invertin (durch Kaolin gereinigt, SAV. 2,5). Angew. 0,10 S.lv. in 5 ccni, 
0,032 und 0,059 g Adsorbens, 13 und 19% adsorbiert, AAV. 0.37 und 0,32, 

Aus derselben Hnzyinlösung ads. ein Präparat von Tonerde C liei gleichen Adsorptions- 
graden mit A.W. 44 bis 32. 

Adsorption von reinerem Invertin (vS.W. 5,3). 

Angew. 0,02 S.K. in 10 ccm, 0,179 g Adsorbens, 33% adsorbiert, A.W. nur 0,038. 

Nach diesen ungemein niedrigen Adsorptionswerten würde dieses Tonerdegel 
als ein .sehr schlechtes Adsorbens anziisprechen .sein. Das wäre nicht überraschend, 
da seine Bildung bei 250° erfolgt. Der angeführte Vergleich (Vers. (> und 10 der Tab. 2) 
zeigt aber, daß es ein durch selektive Wirkung ausgezeichnetes Adsorbens ist. 

Vergleichende Versuche mit einigen anderen Metallhydroxyden (Tab. 3) lioten 
keinen Vorteil gegenüber Tonerde. (\-Zinn.säure, ein gealtertes Präparat, das keine 
l'olgerung auf die Adsorptionseigenschaften der verschiedenen vStannihydroxyde er- 
laubt, zeigt keine auswählende Adsorption. Zinkhydroxyd adsorbiert die Maltase 
etwas günstiger selektiv als alte Tonerde C; sowohl Maltase als vSaccharase verderben 
sofort an diesem Adsorbate. PVrrihydroxyd, ein altes Präparat, war viel geeigneter 
als alte Tonerde C, ebenso günstig wie frisch gefällte Tonerde. 

Trennung von Maltase und Saccharase durch auswählende Adsorption. 

Befreiung der »Saccharase von der Maltase. 

Die Invertinlösungcn werden mit Hilfe derjenigen Aluminiumhydroxyde, die 
bei der Adsorption Maltase vorziehen, vollständig von Maltase befreit, ohne daß 
sich das Produkt ihrer Inaktivierung der »Saccharase beimischt. Das geeignetste 
Ausgangsmaterial ist natürlich die Phizymlösung aus invertinreicher Hefe, in der 
auf 1 M.-[ei]. etwa 15- bis 3onial mehr Saccharase trifft als in gewöhnlichen Hefe- 
autolysaten. 

Beispiel: 10 ccm Autolysat aus Hefe vom Invertinzeitwert 17,4 (aus 1,0 g Hcfe- 
trockensubstanz dargestellt) enthielten 0,0144 neben 9,6 S.V.I 3 . In die kalte 

Knzymlösung [282] trugen wir die ebenfalls auf 0° gekühlte Suspension des kurz 
gealterten Toncrdegels (entspr. 0,20 g Ab()3) ein und trennten nach Durchschüttehi 
durch Zentrifugieren die Restlösung vom Adsorbat ab, das einmal mit Paswasser 
in der Zentrifuge ausgewaschen wurde. Von dieser Restlösung (40,0 ccm) bewirkten 
IO ccm in 4^/2 Stunden nur eine Drehungsabnalime der Malto.se von 0,13 (geschätzter 
Gehalt nur 0,00002 M.-[ei],), sie war also so gut wie frei von Malta.se. Ihr Gehalt 
an Saccharase belief sich noch auf 7,86 S.V.K., also 81,9 ?o der angewandten 
Menge. 

Bei der Wiederholung des Versuches erfolgte die Adsorption mit demselben 
Tonerdegel in zwei Anteilen. Zuer.st entfernte das Hydroxyd entsprechend 0,10 g 
AUO3 mit nur 2,6% der Saccharase schätzungsweise etwas mehr als 3/4 der Maltase, 
in einem zweiten Male das Gel entsprechend 0,059 g AbOs den ganzen Rest der Mal- 
ta.se mit noch 15,0% der Saccharase. 



934 


R. Wiu.STÄTTKR und K. Bamann: 


[280] 
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Adsorption von Maltase 
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dg]. 
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dgl. 
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Zinkhydroxyd 
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dgl. 
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Uie Al)trciimmg der Saccliarasc aus dem Hefeautolysat II wurde mit dem Gel 
von der Formel AIO2H ausgeführt, indem wir auf 10 ccm Autolysat die Tonerde 
entsprechend 0,64 g einwirken ließen. l)a,s mit Wasser von 0” ausgewaschene 
Adsorbat enthielt so v\e nig Sacchara.se, daß '/j davon bei der Bestimmung in 115 Minuten 
nur o,M Drehungsabnahme entsprechend 2,()% Spaltung, bewirkte; wäre 1% der 
Saccharase adsorbiert worden, so hätte die Drehungsabnahme 0,22° entsprechend 
d,-’% Spaltung betragen. Die Rcstlösuug enthielt noch ungefähr '/j der aiigewandteii 
Maltase, die Hauptmenge wurde im Tonerdcadsorbat nachgewieseu; ^3 desselben 
bewirkten in 58 Minuten 1,92° Drehungsabnahme, entsprechend 30% Maltosespaltung. 
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[281] Aluminiuinhydroxyde. (Die Bcslinnnungen wurden mit 100 ccm Maltoselüs. ausgefiilirt.) 
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*Metallliydroxydc. (Die Bestimmnngen wurden mit 1 00 ccm ]\[altoselösiing ausgeführt.) 
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Bei der Wiederholung mit demselben Tonerdegel und dem Autolysat I (o,o4i()M.-[ei].) 
adsorbierten wir die Maltase in drei Anteilen, das erste Adsorbat (0,32 g Ab03) sollte nach 
der Analyse der Restlösung, die noch genau dem ersten Zeit-Umsatz-Gesetze folgte, 25 % 
der Maltase enthalten. Die daraus mit 26 ccm 1% Diammonphosphat bei o '" gewonnene 
Elution [283] folgte der zweiten Kinetik und ergab den Gehalt von 0,009 M.-ley]. 

20 von 40 ccm Restlösung bewirkten in 56 bzw. 77 Aliniitcn 2,20 bzw. Drclmngsabn., 

entspr. 34,4 bzw. 40,3% ]\ralto.se.spaltnng ; ber. 0,0312 M.-fcr]. 

20 von 26 ccm Elution bewirkten in .|o.5 Minuten 1,60^’ J)relmngsabn., entspr. 25 °o Maltose- 
.spaltung; ber. o,o(k> M.-fe:]. 

In dem zweiten Adsorptionsversuch mit der doppelten Menge Aliiminiumliydroxyd 
enthielt die Restlösung anscheinend noch ^3» dritten mit 1,28 g Ab( )3 noch 
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^/3 der angewandten Maltase. Auch diese drei Adsorbate enthielten neben der Maltase 
keine Saccharase oder nur v^^puren. Auch nach der Adsorption mit der größten Ton- 
crdeincngc zeigte die Restlösung noch unverminderte Invertinwirkung. Vom dritten 
Adsorbate bewirkte 73 ^4 Minuten Drehungsabnahme der Rohrzuckerlösung von 

0,17°, entsprechend 2,5% vSpaltung. In einer Reihe von Versuchen, die schon in der 
Tab. 2 berücksichtigt sind (Nr. 3, 9 und 13), geschah die Trennung der beiden 
Jhizyme durch Adsorption mit wenige Tage gealtertem Aluminiumhydroxyd. In 
zwei Beispielen trafen in den Adsorbaten auf schätzungsweise der angewandten 
Maltase 0,3 bis 0,5 % der angewandten vSaccharase, nämlich 0,0016 und 0,0033 S.V.K. 
Im dritten Versuch wurde der größte Teil der Maltase adsorbiert zusammen mit 
0,025 vS.V.K., d. i. gegen 5%. In diesen Bällen läßt sich die Knzymtrennung ver- 
vollständigen durch die im nächsten Abschnitt beschriebene fraktionierte Khition. 

Trennung von Maltase und Saccharase durch auswählende Elution. 

Beide Enzyme werden aus den Adsorbaten etwa gleichmäßig (Tab. 4) durch 
Pliosphatgemisch von ^ 6,8 eluiert, indessen weniger leicht als durch Diammon- 
phosphat, so daß mehr Eluens und längere Zeit erforderlich ist. . Die Elution wird 
zur Schonung der ^laltase bei 0” vorgenomnieii, sie verläuft bei dieser Temperatur 
viel langsamer als bei gewöhnlicher. Banen großen Unterschied ergibt die Anwendung 
von [284] primärem Phosphat. Wie die Versuche Nr. 2b und 3b der Tab. 4 er- 
weisen, läßt sich dadurch die Saccharase auch bei 0° ehüeren, während die Ilaupt- 
menge der Maltase im Adsorbat zurückbleibt, .so daß sie nachher durch Diammon- 
phosphat frei von Saccharase eluiert werden kann. 

Mit den für die Elutionsversuche angewandten Enzymmengen M.-[ei]. sind die 
aus den Adsorbaten eluierten Mengen nur einigermaßen annähernd vergleichbar, 
da die Maltaseelutioiien der zweiten Kinetik (Abb. 6 der sechsten Mitteilung) zu folgen 


Tab( 41 e 4. Jvlutioii von Sacchara.se und JMaltasc aus Tüiicrdeadsorbaten. 
(Die Rcstimni ungeil wurden mit 100 ccm Malto.selösung ausgeführt.) 
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50 Min. 

20 ,, 30,0 

51 

1,84 

28,7 

0.0135 

vollst. 

77.0 

3 ^^ 

o,orii 

p 

8 

o, 5 gKlEP 04 ; 

50 Min. 

20 , , 30,0 

5 T 

0,32 1 

1 0,3 

1 

0,0006 1 3 

< 7.0 

77.0 • 
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pflegten. Das Mengenverhältnis von M.-[e,]. und M.-[e;]., nämlich i M.-[ei]. = 0,685 
M.-[e2]., läßt sich nach dem in der Abb. 5 der vorigen ^litteihing dargcstellten Ver- 
gleiche zwischen beiden Zcit-Umsatz-Bcziehungen schätzen. 

[285] Beispiel mit invertinreichem Adsorbat. 

Mit Tonerde C (0,1665 AI2O3) wurde durch vollständige Adsorption der Maltase 
und annähernd vollständige der vSaccharase ein Adsorbat dargestellt, das 0,230 S.V.lv. 
und etwa o,oiii M.-[ci], enthielt. Zu zweimaliger Klution dienten je 0,5 g Kalium- 
monophosphat. Die erste Bdution (50 Minuten bei o"’) enthielt 0,177 v'^.V.lv, also 
77%, die zweite (3 vStunden bei 0°) 0,0394 vS.Y.E., also 17,1% Saccharasc. An Maltase 
wiesen die beiden Khitionen nur 0,000613 und 0,00023 [^2]- auf. Zum dritten Male 
wurde die Tonerde, wieder bei o^ 30 Minuten lang mit 0,5 g Diammoiiphosphat 
behandelt. Die gewonnene Elution enthielt keine bestimmbare Invertinmenge, da- 
gegen 0,00605 ^[.-[ez]., d. i. nach der oben angegebenen Mengenbeziehung zwischen 
[ei]. und [ci], reichlich des angewandten Enzyms. 

Beispiel mit in vertin armem Adsorbat. 

Die beschriebene Trennung läßt sich dadurch erleichtern, daß man durch An- 
wendung einer mehr auswählcnd adsorbierenden Tonerdesorte, nämlich kurz gealterter 
Tonerde, ein Adsorbat als Ausgangsmaterial benützt, das neben ungefähr 0,0430 M.-'^Ci]. 
nur wenig Invertin, und zwar 0,0208 S.V.E. enthält. In einmaliger Elution während 
1V4 Stunden bei 0° durch 0,5 g primäres Phosphat wurde der Tonerde die ganze 
Menge Saccliarase entzogen (gef. in derPdution 0,0210 S.V.lv), von nur 0,00067 ^^^^-[02]. 
begleitet. Darauffolgende Einwirkung von 0,5 g Diammoiiphosphat bei 0'' während 
30 Minuten lieferte eine Elution, worin sich 0,0529 M.-[e2]., d. i. scheinbar mehr als 
100% der angewandten Menge befanden. 

Um die auswählende Elution umgekehrt zur Befreiung der Saccliarase von Maltase 
anzuwenden, bieten die Autolysate aus invertinreicher Hefe das beste Ausgangs- 
niaterial. Die mit gewöhnlicher Tonerde daraus gewonnenen Adsorbate enthalten 
Saccharase und Maltase in einem für die Elution der reinen Saccliarase mit primärem 
Phosphat sehr günstigen Verhältnis. 
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67. ÜBER DIREKTE MALTOSEGÄRUNG DURCH MALTASEREICHE HEFE. 

\’ou Richard Willstätter und Eugen Bamann. 

Achte Mitteilung über Maltas e. 

(Aus dem Cheniisclien r.aboraloriiiin der Bayerisclu'ii Akademie der Wissenschaften in München.) 

Mil j Abbildiuigeii im Text. 

(Der Redaktion zngegangeii am 2. Dezember 1925.) 

Einleitung. 

Die Methode der Versuche von R. Wiblstättkk und Ch. D. Lowry^ über 
direkte Vergcirung von Rohrzucker besteht in der Herabsetzung des Invertingelialtes 
der Hefe durch chemische Kingriffc und im Vergleich der Gärung und vSpaltung mit 
invertinärmsten Hefen bei stark saurer Reaktion. Bei 2 wird die Gärgcschwiiidig- 
keit auf bis '/a , die Invertin Wirkung aber z. B. auf '/lo herabgesetzt. Für die Methode, 
den Verlauf der Gärung und vSpaltung einer Biose in saurer Lösung zu vergleichen, 
ist die Maltose ein geeigneteres vSubstrat. Die Erscheinung ist in diesem Fall viel 
schöner als beim Rohrzucker. Denn eben in schwach saurer Lösung, in der v^accharase 
optimal wirkt, nämlich bei /)„ - - etwa 4,5, i.st die Maltase, deren Reaktionsoptimum 
in der Nähe des Neutralj)unktcs liegt, .schon vollkommen airsgeschaltet. Während 
unter diesen Verhältnissen Hefen und Maltaselösungen keine hydrolysierende Wirkung 
auf Malzzucker ausüben, erfolgt die Gärung mit voller Geschwindigkeit. Es zeigt sich 
sogar in [203] Übereinstimmung mit einer vor kurzem erschienenen Untersuchung 
von E. HÄGGruND und A. M. Augitst.son’), daß die Gärung der Maltose bei saurer 
Reaktion und zwar in einem engen Bereich um ^ etwa 5 mit der größten Ge- 
schwindigkeit .stattfindet. WFnn bei die.ser Acidität 50 % Malto.se unter den Versuchs- 
bedingungen von Wiixstättkr und vSTKiüKT/r') vergoren sind, so erreicht ini Vergleichs- 
vcrsuche bei ^ 6,4 die Gärung nur beisjnelsweise 32,5%. Für die maltasereichcn 
Hefen bedeutet also die Einstellung der günstigsten (/)„ 4,5) Gärbedingungen für 

Malzzucker zugleich die vollständige Ausschaltung des biosespaltenden Flnzyms. 

' Xr. Abhandlung über Invertin, Die.se Zs. Bd. 150. vS. 287 [1925] {Ahh. 56). 

') Biocheni. Zs. Bd. 155, vS. 334 [1925]. 

') Diese Zs. Bd. 115, vS. 211, und zwar vS. 219 u. 220 [1921] {Abh.63). 
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Nicht nur die maltascarmen Brcnnercilicfen, auf welche die Untersuchung von Wnj,- 
STÄTTER und vStkihKET^ aufmerksam gemacht, auch die maltasereichen Bier- 
hefen sind imstande, die Biose direkt, d, li, ohne voraugehende Hydrolyse, zu 
vergären. 

Experimenteller Teil. 

I. Maltasewirkung in sauerem Bereich. 

Die vSaccharasewirkung ist bekanntlich in sauerem Gebiete o])timal und zwar bei 
etwa 4,6, in stärker sauerem wird sie herabgesetzt, so daß bei /)„ ^ 2,0 die 
Zeit der halben Rohrzuckerspaltung 6- bis 14 mal größer wird. Die Maltase ^ hingegen 
wirkt bei neutraler Reaktion optimal, nämlich zwischen pi^ — 6,75 und 7,25, und schon 
eine Acidität von /)„ . 5,5 genügte, um den Umsatz in der Zeit, die bei />„ = (),(S 

für die Halbspaltung erforderlich ist, auf ungefähr 74 herabzusetzen. Diese Angaben 
bezogen sich auf Autolysate von Brauereihefen. Wir vergleichen nun bei sauerer Re- 
aktion die Geschwindigkeit der Maltosespaltung durch .solche Enzymlösungen und durch 

[204] l'abellc I. 

^ii-Abhäiigigkeit der JMalta.sewirkniig von Hefen (bei ('Tegenwarl von Zellgifl). 
(Unter den ßed. der Zeitwertbest, nach WilestäTTEk, Ori’KNiiEiMl'R nnd vSTiaiUvET, iiKlesseii 
in Vers. 2 mit 1 g ilefetrockengew. auf 100 ccm Ik-slimmiing.slös., in W-rs. 3 und 4 mit 0,5 g 

auf 100 ccm.) 

Angewandt: t. lirauereihefe Rs 11 /III vom Maltase/.eitwert ;o 




2. 

Rp 

4 /V 

H ,, 




4 ^* 




A 

Kc 

i/VH ,, 




45 - 


sr. 



/Hl 

R( 

aktion^ 

zeit 

UrcliuiiKSiibn 

ihnu' 

Spalluni.; 




* 11 


Min. 





a'. 

I 

Maltaselösung aus Hefe Rs . . 

6.8 

41 

62 

— 

i.44 

-’/V 

— 

4 b 7 ■ 




.V 5 

62 

168 

-- 

0,58 

0,85 


o.i 14.4 




4.5 

31 

62 

168 

0,03 

0,03 

0,03 

0,47 0,47 0,47 


Hefe Rs, 

verflüssigt 

6,8 

.10. 

62 

()8 

U 55 

2,2 1 

X 75 

24,2 34,6 43,0 




5.5 

62 

98 

168 

0,58 

0,70 

0.9-’ 

9,1 iu,9 i.p.j 




4 ..S 

.b' 

62 

1 68 

0,03 

0,03 

0,03 

0,47 0,47 o,.|7 




.b 5 

.b> 

62 

168 

0.03 

0,03 

0,03 

o,.|7 0,47 0,47 

1 

Ib'fe Rs, 

ohne Verfl., unter Zus. 









V. Toi. 

zur Malto.sel()sung . . 

4..^ 

.b> 

144 

! 

0.05 

0,05 


0,78 0,78 — 

4 

Hefe Rp, 

verfliLssigt 

6,8 1 

I 5 



1,10 

1,70 

-'.04 ' 

17,2 26,6 45,8 





15 

.50 

192 j 

0,40 

0.45 

0.80 

4.7 7-0 1^.5 

5 

Hefe Rc, 

verflü.ssigt i 

6,8 ■ 

45 

«5 

i 

I.‘;2 

2,57 

— 

40,0 .10,2 




>■/" i 

45 

‘Vs 

^04 i 

0.47 

0,72 

' ' UV 

7.4 11.4 J7.b 


[205] die Hefen selbst (Tab. i) und finden dabei td)ereinstimniung in der Ab- 
hängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Acidität. Für die Versuche 
dienten drei verschiedene Proben der malta.sereichen Hefen der T.öwenbrauerei in 
München, mit denen wir die Bestimmung unmittelbar nach der Vergiftung mit Essig- 
estcr ausführten. Die Zeit-Umsatzkurvc bei />„ : 5,5 verläuft so flach, daß für die 

^ Über die Gärwirknng malta.scarmcr liefen, Die.se Zs. lUl. 115, vS. 211 [igji]. 

Vgl. R. WieesTÄTTKr nnd Cii. D. bowRV, XI. Abli. über Invertin, Die.se Zs. Bd. 150. 
ß- 287 [1925]. 

^ R. WieesT,\TTKr und Iv. B.vmaxx. VI. IMitteil. über IMalta.se, Die.se Zs. (im Druck). 
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Halbspaltung außerordentlich große Zeiten erforderlich sind. In noch stärker saurem 
Gebiete wird die Maltase ganz unwirksam. Schon bei = 4,5 kommt die Spaltung 
des Malzzuckers zum Stillstand. 

Haß an der starken Abnahme der Maltasewirkung in saurer Lösung nicht Enzym- 
zerstörung schuld trägt, sondern nur die für diese Hnzymwirkung ungünstige Acidität, 
geht aus folgendem Versuch hervor. Wir ließen die vcrflüs.sigte Hefe (Probe Rc der 
Tab. I und zwar i g Hefetrockengcwicht auf 100 ccm Bestimmungslösung) 15 Minuten 
lang bei = 4,5 auf die Maltoselösung einwirken. Die Spaltung betrug anstatt 
der bei /)„ = 6,8 gefundenen 25,3% nur 1,7% (Drehung.sabnahme o,ii‘^). Darauf 
stellten wir durch Zusatz von Dinatriumpho.sphat wieder optimale Reaktion ein und 
fanden in weiteren 56 und 75 Minuten 45,4 und 51,5% Spaltung (entsprechend den 
Drehungsabnahmen von 2,90 und 3,30'') wie im Versuche mit von Anfang an richtiger 
Acidität der Lösung. 

II. Vergleich der Maltasebestimmung und der Maltasewirkung im Gärversuche. 

Man darf für genauen Vergleich die Maltasewirkung unter den Bedingungen 
der Bestimmung und unter den Verhältnissen der Gärung nicht gleich setzen. Denn 
im Gärversuche wird die entstehende Glucose weggeschafft, während sie im Bestim- 
niungsvcrsuchc bei Anwesenheit von Zellgift in wachsender Konzentration auftritt 
und die Maltasewirkung hemmt. Beobachtungen über diese Hemmung durch Glucose 
haben schon E. F. ArmstrongS R. O. HKRZcxriund R. Kuiin ^ mitgeteilt. [206] Einige 
nachfolgende Versuche mit Brauereihefen sollen den Einfluß der Glucose in saurer 
und neutraler Lösung vergleichen. 

Die Malzzuckerhydrolyse durch Hefe entsprechend 0,5 g Trockengewicht wurde 
mit 100 ccm 5proz. Bestimmungslösung, andererseits unter Zusatz der äquimolekularen 
Glucoscmenge verfolgt. 


Versuch mit Löwciibräiilicfe Rp ^/VH. 


15 Minuten: 

pn - G8. 
a) Ohne Glucose. 
Drehung.sabnahme 1,10° 

Spaltung 17,2% 

30 

1,70 

26,6 

90 

^,93 

’> 45-^ 

15 Minuten: 

b) Mit Gluco.se. 

1 )rehungsabnahnie 0.4 2 ® 

Spaltung 6,57% 

3« 

,, 0/).|. 

,, 10,0 

195 

1,70 

26,6 


In der Zeit der 5oproz. vSpaltuiig der Malto.se werden unter dem Einfluß der zugefügten 
Olucose nur 23 % hydrolysiert. 

' Proc. Roy. Soc. Bd. 73, S. 516 [1904]. 

* IV. Auflage von C. Oppkniikimkr, Die Fermente, Bd. H, S. 988 [1913]. 

3 Diese Zs. Bd. 127, vS. 234, und zwar vS. 239 [1923]. 
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Pii 5 . 5 - 

a) Ohne Glucose. 

15 Minuten: Drehniigsabiialnne 0,30'^ vSpallung .p6o% 

30 ,, ,, o,.|5 7.05 

192 ,, ,, o,S() ,, 12,5 

19 Mit Glucose. 

15 Minuten: Drehung.sabnahme o” vSi)altung 

30 ,, ,, 0,02" ,, — 

192 ,, 0,21 ,, 3,2s % 

In der Zeit der soproz. Spaltung der l\Ialto.sc bei optinialeni pu (6.S) werden l>ei />h 
ohne Gluco.se 12%, mit Gluco.se 3% hydrolysiert. 


5.5 


Versuch mit lyöweiibräuhefe Rc i/VIl. 
pii - 6.8. 
a) Ohne Glucose. 

45 IMinuten: Drehung.sabnahme 1,92^ vSpaltuiig 30,0% 

85 „ ^.57 40,3 

b) Mit Gluco.se. 

45 Minuten: Drehung.sabnahme 0,73 Spaltung ]ij% 

85 ,, 1.13 .. '7.6 

193 ,, .. 1,80 .. 29/) 

[207] In der Zeit der I ralbspaltung werden unter der Wirkung der zugefügteii Glucose mir 24% 
M altose hyd rolysiert . 

Pii “ 5 . 7 - 

a) Ohne Glucose. 

45 Minuten: Drehungsabnahnie 0,47 Spaltung 7.35% 

85 0,72 .. ".3 

193 ,, 1,13 •• '7.6 

b) Mit Glucose. 

45 Minuten: Drehuiigsabiiahme 0,03° Spaltung 

85 ,, ,, 0,22 ,, 3.44'’'» 

193 ,, .. 0,39 6,1 

In derzeit der Halbspaltung bei optimalem pn werden bei pu - 5,7 ohne Ghu'o.se 15%, 
mit Glucose 5 % Maltose hydrolysiert. 

Die Maltasewirkmig bei Be.seitigung der (diicose durch Gärung wird dcninacli 
größer sein, als der Maltasezeitwert der Hefe anzeigt. Dieser Umstand ist in der 
Untersuchung von R. WillstättivR und W. vStkibklt ^ nicht berücksichtigt, wenn 
anschließend an den sicheren Nachweis der direkten Malzzuckergärung durch nialtase- 
arine Hefen auch über die Möglichkeit der direkten Biosegäruiig durch maltaserciclie 
Bierhefen Betrachtungen angestellt werden. Danach „läßt die Geschwindigkeits- 
messung darauf schließen, daß direkte Vergärung der Maltose neben der indirekten 
erfolgt. Während nämlich bei dem halben Umsatz die Hydrolyse noch der Gärung 
etwas vorauseilt, kehrt sich dieses Verhältnis bei weiterem Fortgang der Gärung bald 
um.“ Auch in den Versuchen von R. WibbSTÄTTKR und Ch. D. Uowry * über Ver- 
gärung des Rohrzuckers in saurer Lösung durch invertinärni.ste Hefen wird die In- 


^ Diese Zs. lld. 115, >S. 21 1, und zwar vS. 299 [1921]. 

* XI. Abh. über Invertin, Die.se Zs. lld. 150, S. 287 [1925 
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vertinwirkung iin (järversuche gleich geachtet der im Bestimmungsversuche, also 
unter Bedingungen der Anhäufung von Invertzucker. Es könnte aber auch hier der- 
selbe Fall vorliegen, daß die Inversion im Gärversuch die berechnete überträfe. Die 
Schlußfolgerung von Wilbstättkr und Eowry wird allerdings durch Berücksichtigung 
der möglichen [208] Hemmung bei der Invertinbestimmung wenig beeinträchtigt, 
da schon in den ersten Zeitabschnitten von Gärung und vSpaltung, wenn also der mög- 
liche Einfluß der Monosen noch gering ist, das Vorauseilen der Gärung gegenüber der 
Spaltung vorkommt. 

III. Geschwindigkeit der Maltosegärung bei verschiedenen Aciditäten. 

Den Gärverlauf beobachteten wir volumetrisch unter den in der vierten Mit- 
teilung für die Bestimmung der Halbgärzcit vorgeschlagcnen Bedingungen (30°, 
20 ccm 5proz. Maltoselösung, Hefe entspr. 0,2 g Trockengew.). Die Menge der Kohlen- 
säure wurde aber, wie bei H. v. Euler und K. JOvSEPiisoNh in Büretten über CO2- 
gesättigtem Wasser von konstanter Temperatur gemessen. Aus dem vorgeschriebenen 
Gemisch der Nährstoffe blieb das Monokaliumphosphat weg, da der Puffer genug 
Phosphat enthielt. Für die /)jj-Einstellung war Citrat-Phosphatpuffer am geeignetsten. 
Er bestand in jedem Gärversuche aus 5 ccm "Y-r^^f^Bokaliumphosphat und 5 ccm 
"Y.rCitroncnsäurc ; dic.se 10 ccm Gemiscli von pn — 2,5 wurden mit "/j-Natroiilauge 
zur gewünschten Acidität eingestellt. Mit Oxalat-Phosphatpuffer, der weniger ge- 
eignet ist, fanden wir recht ähnliche Werte. Auch ergaben zum Vergleich beobachtete 
Vergärungen von Glucose und vSaccharose (Tab. 2 und 3) durch Brauerei- und durch 
Brennereihefen bei verschiedener Acidität, einge.stellt mit Citrat-Phosphat- und Oxalat- 
Phosphatpuffer, übereinstimmend mit den Befunden von H. v. Euler und vS. IIeintze* 
sowie H. V. Euler und K. MvRBÄCxh welche die Acidität mit Mineralsäure herstellten, 
ein .sehr breites I\raxiniuni der Gärgeschwindigkeit, das sich von etwa p^^ - - 3 bis in 
die Nähe des Neutralpunktes erstreckt. 

[209] Tabelle 2. 

Abhängigkeit der Olueosegärung vom pu; Brauereihefe (boweiibräu R.s ii/lll). 
Die Saeeliarosegäriiiig verlief ebenso wie die ('»lucosegärung. (Cilrat-Pho.spliatpnffer ; 
pu vor lind naeli dem Gärversuch geme.sseii.) 


(läidaucr (Min.) 


p\i - 2.5 

3,5 ! 


5.5 

f .,5 > 6,4 

30 

j 

i 

24 

i 26 

ccm Cüj: 

■ 26 

25 

1 24 

60 

i 

62 

^‘7 

67 j 


64 

90 


1 m 

1 12 

1 12 

1 1 1 

HO 

120 


! 145 

157 

157 1 

156 

i 156 

Halbgär zeit 

• • 

1 119 

i in 

III i 

112 

112 

extra|X)l. Indukt 

• • , 

i 

•7 

17 

18 

19 

rednz. llalligärzeit . . 

. . 

103 

94 1 

94 i 

94 

93 


' Die.se Zs. Bd. 120, vS. 42 [1922]. 

3 Die.se Zs. Bd. 131, S. 179 [1923]. 


* Die.se Zs. Bd. Jo8, 8. 165 [1919J. 
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Tabelle 

Abhängigkeit der Cxlucosc- und vSaccliarosegärnng vom /)n; Brennereiliefe Regens- 
burg. {pii vor und naeh dem (iärversueli gemessen.) 


G.ärdiiuer (Min.) 


SaccharttScKaruiif,' ; Citral 

Ph ^,5 ! 4.5 

[-Phosplialpiiffir 

(),S ► 

Oliicosc^järm 

1,5 ► i.S 

1«: ().\alat 

4 .'^ 

. riiosphatpiiffer 

f',5 ► 



T/ 

j ^ 

ccm 

1 2 

CO,. 

JO 

iS 

6ü 


45 


: 30 

7 .- 


51 

90 


79 

77 

; 7.1 

1 1,0 


(U 

120 


115 

1^5 

1 13 

15,1 

i CD 

CD 

lOO 

150 


154 


: Rs.i 

lO.S 

l9c> 

250 

llalbgärzeit 

■ ■ 

141 

141 

143 

3,S,.S 

130 

130 

extrapol. Tndukt 

. . 

3« ! 

33 

37 




reduz. llalbgärzeit . . 


HO 

108 

106 


108 

107 


Versuche mit maltasereicher Bierhefe. 

Die Gärung der Maltose durch Döwenbräuhefen verläuft, wie die Versuche der 
nachfolgenden Tab. 4 ergaben, optimal [210] in einem engen Bereiche von />,j 4,5 

bis 5,5. Zum Unterschied von der Glucose- und vSaccliarosegärnng i.st die Geschwindig- 
keit bei />H < 4 und > 6 geringer, und zwar beträchtlicli geringer bei der ganz schwach 
sauren Reaktion, die für die Glucose- und vSaccharosegärung noch o])timal ist. 

Die Induktionszeiten sind bei günstigem äußerst gering, sic sind großer bei 
stärker und besonders bei schwächer saurer Reaktion. Aus der Abb. i ergeben sich 



Ze/f in Minuten 

Abb. I. Maltosegärung durch Bier- und Branntweinhefen bei verschiedenen Aciditäten. 
(Citrat-riio.sphatpuffer.) 

die Induktionsperioden, indem an die Gärkurve an ihrem steilsten Abschnitt eine 
langente gelegt wird. Der Abszissenabschnitt von der Nnllzcit bis zum Fiißpunkt 
der Tangente stellt die extrapolierte Induktionsperiode dar. Die Unterschiede im 
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Gärvcrlaiif erscheinen zwar vermindert, bleiben aber dem Sinne nach bestehen, wenn 
von den Halbgärzeiten die Induktionsperioden abgezogen werden. Wir berechnen 
die ,, reduzierten Halbgärzeiten“ wie in der aus unserem Haboratorium hervorgegangenen 

[ 211 ] Tabelle 4 . 

/)„- Aldiängigkeil der Maltosegärung durch Bierhefe (Höwcnbräuhefe Rp 4 /VII). 
Die Gärversuclie mit Hefe Rs 11 /Hl ergaben übereiiistinimende Werte, (/)ji vor und nach dem 

(lärversudi gemessen. ) 


Oardauer (Minuten) 

Cilrat- 

plK 

Vh = 2.5 > : 

; 0.\alal- 
)sphat 

2,6 ' ► 3.0 

Citr.at- 

phoshat 

3,5 

! Cilrat- 
, plmsphat 

•1,5 

Citrat- Oxalat- 

phospliat 

5,5 ' 5.5 ->-4,« 

Citrat- Oxalat- 

pho.spliat 

f,,5->f>,4 1 f,,5 vö,.’ 


- ^ 

29 

.39 

ccm < 

44 

eO:: 

47 

: 4.3 

20 

18 

Oü 

5' 

9() 

86 

98 


108 

58 

66 

90 


102 

1.34 

150 


153 

98 

104 

120 

120 

, 140 

184 

, -’<>4 

202 

199 

D37 

145 

150 

159 

! 181 

— 

— 

— 


176 

185 

1X0 

I9.S 

: 213 

— 

— 

— 


— 

- 

Halbgärzeit c 

138 

123 

96 

86 

85 

84 

125 

119 

extrapol.lndukt. | 

26 


7 

7 

6 


U 


reduz. Halb- 7 , 
gärzeit .S 

II2 


89 

79 

79 

— 

108 



[212] Untersuchung von II. Sobotka* ,,Zur Kenntnis der Trockenhefc“ mittels jener 
Tangente. Übereinstimmend wird sie experimentell ermittelt als das 5 fache der Zcit- 


(iluc. u. S.icchar.-Gär. | 
Maltosc-Ciäning j 


Hcfc KS ii/lll; 


gc'S.'itiite 

llalbgurz. 



Abb. 2 . /?ii-Abhäiigigkeit der Halbgärzeiten von Bierhefen. 
(Verhältniszalden mit dem Optimum = loo.) 


(lauer, welche die Hefe zur Vergärung von 10% der Substrat-Anfangskonzentration 
benötigt, wenn die C02-Kntwicklung am lebhaftesten ist, oder etwa gleich dem 5 fachen 
' Inaug.-Diss., München 1922, und Diese Zs. Bd. 134, vS. i [1923/24] {Abh. yi). 
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der Gärzeit zwischen der Abgabe von 40 und 50% Kohlensäure. Die gesamten und 
die reduzierten Halbgärzciten bei wechselndem werden in der Abb. 2 dargestellt 
neben der so wesentlich davon verschiedenen /)„- Abhängigkeit der Glucose- und 
vSaccharosegärung. 

Versuche mit maltasearmer Brennereihefe. 

Die ,, garantiert reine Branntweinhefe der Zuckerraffincric h'rankenthal, Fabrik 
Regensbiirg“ war in allen untersuchten [214] Probe 11 praktisch frei von Maltase. 


[213] Tabelle 5. 

/)i£-Abhängigkeit der Maltosegärung durch Hraiintweinhefe. 
(/>H vor und nach dein ('.är versuch gemessen.) 


Gärdaucr (Minulen) 

Citrat- O.xalat- 

Phosphat 

Vjl - 2,5 1 2,5 ► 2 ,<) 

Citrat- 

Phosphat 

. 3,5 

Citrat - 
Phosphat 

4.5 

Citrat- 1 oxalal- 
Phos])hat 

5,5 - ► 4.<' j 5,5 >■ 4.5 

Citral- 

PIk.s 

f >,5 ► (-,4 1 

Oxalat - 

phat 

f ',5 »• 5 .« 





ccm 

CO:: 




30 

5 

4 

6 

5 

5 

5 

2 


60 

10 

9 

15 

12 

8 

12 

4 

4 

QO 

20 

17 


^7 

26 

-^5 

8 

8 

I2Ü 

39 

33 

55 

49 

47 

44 

18 

-- 

150 

60 

57 

8.| 

75 

73 

()8 

.D 

41 

180 

86 

88 

115 

105 

103 

96 

51 

97 

210 

114 

122 

150 

139 

04 

127 

74 

' 95 

240 

144 

157 

lUl 

172 

162 

150 

102 

i J-4 

270 

173 

1 i(>i 


204 

202 

100 

131 

! 1 56 

300 

201 

1 

— 


-- 

— 

160 

l8q 

330 


— 

— 



— 

i()() 


Ilalbgärzeit . g 

240 

229 

206 

215 

221 

225 

283 

257 

extrapol. Indukt. | 

94 

— 

7 « 

«7 

90 

! — 

1 -57 


reduz. Halb-';^ 









gärzeit , . .5 

146 

— 

128 

128 

I3I 

— 

146 



vSie verhält sich bei der Gärung des Malzzuckers (Tab. 5 und Abb. i) im wesentlichen 
übereinstimmend mit der Bierhefe. vSie zeigt nur einen charakteristischen Unterschied ; 
das Optimum der Gärung liegt in noch stärker sauerem Gebiete, bei /)jj - etwa 3,5. 
Die Halbgärzeit bei = 2,5 liegt zwischen den bei 4,5 und 6,5 gefundenen Werten, 
während bei der Bierhefe />,{ — 2,5 ungünstiger als 6,5 ist. Auch für die Rohrzucker- 
gärung (vgl. Tab. 3) erstreckt sich das Optimum weiter in das saure Gebiet als bei 
Bierhefe; = 2,5 ist nämlich noch optimal. Die untersuchte Branntweinhefc ist 
also besonders angepaßt für die Gärung in saurem Gebiet. 

Die Induktionsperioden sind durchwegs weit größer als bei maltasereichen Hefen. 
Die reduzierten Halbgärzeiten ergeben geringere Unterschiede, aber gleichen Sinn der 
/>ii-Abhängigkeit. 

Diese Untersuchung hat Herr Privatdozent Dr. Richard Kuhn durch wertvolle 
Ratschläge gefördert; wir sprechen ihm dafür unseren aufrichtigen Dank aus. 


Go 


Willstatlcr, Kuzyme. 
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68. VERGLEICH VON x- UND /J-GLUCOSE IN DER GÄRUNG. 

Von Richard Willstätter iukI Harry Sobotka. 

(Mitteilung aus dem Cheiiiischeii T.aboratoriuni der bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in IMünclien.) 

(Der Redaktion zugegangen am u. August 1022.) 

Das verschiedene biocheini.schc Verhalten der 0;- und /)'-Glucoside ist eine bekannte 
und nach allen Richtungen untersuchte Krscheinung. Ks ist aber noch nie ein Unter- 
schied iin biochemischen Verhalten der zugrunde liegenden beiden Glucoscn fest- 
gestellt worden. Auf einen solchen wurden wir bei Versuchen aufmerksam gemacht, 
in denen das opti.sche Drei lungs vermögen einer teilweise vergorenen Glucoselösung 
nachträgliche Zunahme erfuhr, nachdem die Gärung zum vStillstand gebracht war. 

Tn der Absicht, den Kffekt zu vergrößern, wurde die Gärung beschleunigt. Ks 
gelang, durch Anwendung von verhältnismäßig viel Hefe, nämlich von i Teil ab- 
gepreßter guter Brauereihefe auf 2 Teile 5- bis loproz. Glucoselösung bei 30° unter 
ständigem vScliütteln 30% der theoretischen COj-Menge in etwa 10 Minuten zu ent- 
binden, mit der dopiielten Ilefemenge sogar 50%. Außerdem war es nötig, die erste 
polarimetrische Ablesung niögliclhst schnell nach der Unterbrechung der Gärung aus- 
zuführen, um die vStörung des Gleichgewichtes zwischen a- und />-Glucose in ihrem 
ursprünglichen Ausmaße kennen zu lernen. Ks war möglich, die erforderlichen Ope- 
rationen — Durchschiittein mit Chloroform, Abzentrifugieren der Hefe, Klären und 
Filtrieren, all dies tunlichst unter [165] Kühlung — auf 10 Minuten zusammen- 
zudrängen. Das optische Drehungsvermögen im Zeitpunkte der vSistierung läßt sich 
aus der ersten Ablesung mit Hilfe der folgenden rechnerisch oder graphisch extra- 
])olicren. 

20 g Hefe wurden mit COi-gesättigtem Wasser (40 ccm) aufgeschlämmt, auf 
30 "" vorgewärmt und dann mit 3 bis 5,6 g Glucose versetzt. Hierauf wurde das Gär- 
kölbchen mit dem Quecksilbergasometer ^ verbunden und geschüttelt, bis nach Ab- 
lauf von T ^linuten der gewünschte Bruchteil des Kohlendioxyds entwichen war. 
Nun wurde geöffnet, die Hefe mit Chloroform abgetötet und die Uösung nach dem 
Klären und zw'ar um h, ii . . . Minuten später abgele.sen. 

' R. Wir,i,sT.\’m':R und W. STKiBKi/r, Diese Zs. Bd. 115, vS. 211, und zwar S. 222 [1921]. 
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Vergleich von a - und /^-(llucose in der ('.ärnng. 


Tabelle i. Ansteigen des Drelinngsverinögens in (liiningsrcsilösnngen. 


! 

i (lllK-OSC 

Nr. 1 

K 

rr«)/. 

! COj in 
j T Min. 

.Vnfan^swtrt 

cxtrapulkrt 

rolariinctiisclu' lUptininuiiiKfn 

nach 1 1 14 idwctt 

I 4 

4 3 ?o in 

3 -OS 

30 ' " 

3.27' 3 , 3 ^' 


1 5 Min. 


20 Min. .40 Min. 

So Min. 

- .1 

40% in 

3 '-.^ 

3 . 3 -^ ' 3.30^ 

3.O4" 3.0s 

i 

14 Min. 


14 Min. 20 Min. 3(1 

1 1 10 Min. 

3 1 SB 

.}()' o in 

1; 

3 . 0 ; ■ 

3.0S" 3,()S 


4! ;\lin. 


24 Min. 24 

i (»oMin. 

3 ' 4 

40% in 

4 2;2 ■ 

3.01 ' 

q - 1 


i.S Min. 


12 Min. 



ln den Versuchen Nr. 2 und wurde nach 30 b/.w. 24 .Minuten 1 Troi)fen starken Alkalis 
/.ugegebeii; hierdurch konnte die F.instellung des ('.leichgewichtes in kurzer Zeit (10 b/.w. Oo Mi- 
nuten) erzielt werden. 


Das Ansteigen des Dreimngsvermögens vom Zeitjmnkt der beendeten Gärung 
bis zur Kinstelluiig des Gleicligewiclites betrug etwa 10% des Gleicbgcwicbtswertcs. 
Wenn man aus diesem die Glueosekonzent rationell, die wir übrigens in einer Anzahl 
[166] Bertrandbestimmungen bestätigt fanden, unter Annahme von |vlj, 52^//’ 
berechnet, ergibt sich für die frische Gärungsrestlösung \jxl, bis herunter zu 46,3“. 
Daraus läßt sich das Verhältnis zwischen und A-Glticose in ihr berechnen, das in 
Brozenten der Kndkonzentration (/Goo, Biw>) und der Anfangskonzentration (A, B) 
angegeben wird. Die Anfangskonzeiitrationen gemäß dem Gleichgewichtsverhältnis 
36,8% für A- und 63,2% für /^Glucose, vermindert um die Kndwerte A und B, er- 
geben die vergorenen Anteile von a und ß in rrozenten der angewandten (ducose 
M', Bl 


Bezieht man die vergorenen ^Mengen von a und ß auf die anfangs vorhandenen. 


so erhält man n ■ 


46. S A ^ 64,2 B 


46, s 


04,. 


oder 


A ' _ 


n nähert sich dem Wert i 


mit dem Fortschreiten der Gärung, also mit dem rascheren Verschwinden der v-Forni, 
wie cs aus der nach dem Vergärungsgrade angeordneten 4 'ab. 2 ersichtlich ist. 


Kinen besseren Hinblick in den Vorgang als dieses Verhältnis der vergorenen 
Mengen gestattet der Quotient aus den beiden Gärungsgeschwindigkeiten, der in der 
folgenden Abhandlung abgeleitet wird. Dieser Quotient k zeigt in vorliegendem Falle 
keine Konstanz, wie aus der Tab. 2 zu ersehen ist. In diese .sind außer den Versuchen 
der vorigen Tabelle noch zwei weitere Bei.s])iele aufgenommen (Nr. 5 mit 2 g Glucose, 
13% CO. in 5 Minuten; Nr. 6 mit 2 g Glucose, 30% CO. in ii i\Iinuten). 

Die Ä-Werte der Tab. 2 la.s.sen erkennen, daß auch zu Beginn der Gärung 
die /i-Forni zwar dreimal langsamer, aber immerhin merklich gärt. Bis der Trauben- 
zucker zur Hälfte vergoren ist, sinkt das Verhältnis der Ge.schwindigkeiten in unseren 
Versuchen von 3 auf 1^2- Die.scr Abfall von k im Verlaufe der (lärung, der ein rasches 
Abnehmen der überwiegenden Fähigkeit, ä-GIucosc zu vergären, bedeutet, läßt eine 
schnelle Anpassung an die ß-Voun annehnien. Daß diese der Hefe zunächst nicht 
ebenso taugt, mag Zusammenhängen mit der Kin.stellung der Hefe auf die Reihe 
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R. Wirj,STÄTTKR imd H. Sobotka: 


der «-Glucoside und [167] auf die a-glucosidisclie Natur der Maltose, des gewohnten 
Substrates. Die Gärung der Maltose fügt sich nicht einfach der Annahnie, daß diese 


T:i!h- 11 c Verhältnis der vergorenen Anteile und der Oärnng,sgeschwindigkeitcn 
von A- und /^-Glucose. 


ÜJ 

Restliche i 

Glucose (%) 1 

^ i 

(«]d 



i ^,|ioo-p% 

n ! 

k 

5 

8: S ' 

1 

.48,4^ 

3 ".3 

FT“ 

-/ •/ 

' 0. 1 

3,06 ' 

3.37 




^7 <7 

i 58.1 

;,i 



4 

72,8 1 

4 C).<S"’ 

3‘'>5 

1 22,2 

14.9 

1 ,00 

2,27 


! 


9 o ,5 

;.),6 

12,6 



- 

<M,7 


30,0 

19.3 


1 ,68 

C 95 


1 


70,0 

45.4 

1 17.8 , 



() 

60,7 

4G.G^ 

40,2 

68,3 

i 18.5 

1,53 

974 




1 6g, 8 

42,4 

1 20,8 



1 

59 /'» 

47 . 0 ^ 

30,8 

18,J 

' 18,6 

1.49 

1,65 




9<).2 

-\1.2 

22,0 



3 

.SÜ .5 

48.0^ 

3 1 .9 

i<S,o 

lS,8 ‘ 

1 ,30 

CTI 




68.1 

38,5 

-4.7 




Biose zuiiäclist durch Maltase gespalten werde, wobei übrigens auch überwiegend 
«-Glucose auftritt, sondern es wird nach den Beobachtungen von R. Witxstätter 
und W. vSteibeet' direkte Gärung der Maltose von inaltaseanncn Hefen bewirkt und 
kommt auch bei maltasereichen Hefen in Betracht. In der MaltoseforrneP 

O 

CII>(On) . CII(()H) . CTI . CH(OII) . Cli(()TI) • CH 

() 

Cir(OH) . CII(()H) . CH(OII) . CH . CH(()H) • CH, -- 
' 0 


ist die glucosidische «-Glucose mit der primären Alkoholgruppe der aldehydischen 
Glucose verbunden. Wie aus den [i68] Erörterungen von H. v. KueER und K. Joseph- 
SON^) hervorgeht, ist es wohl möglich, daß die CUtrung, bevor die Glucosidbindung 
gelöst wird, an dem glucosidisch gebundenen Glucosemolekül angreift, nicht am 
Kohlenstoffatom i (in der Formel fettgedruckt), sondern an einer anderen Stelle 
dieses «-Glucoserestes. 

Aus dem Verhalten von ck ~ und /i-Glucose ini (jeniisch darf nun nicht gefolgert 
werden, daß /^-Glucose auch für sich allein langsamer gäre als «-Glucose oder Gleich- 
gewichtsglucose, die auch genügend «-Form enthält. Dies zeigt der folgende Vergleich, 
für den wir lo g frische Eöwenbräuhefe auf je lo ccm der loproz. Lösungen bei un- 
unterbrochenem Schütteln zur Einwirkung brachten. Das Auflösen der beiden festen 
Formen und das Aufschlämmen in allen drei Fällen beanspruchte je 30 bis 50 Sekunden. 
Die ^-Glucose war nach R. Behrend^) dargcstellt und von dem anhaftenden Pyridin 


' a. a. 0. 

W. N. Hawortii und G. C. Ekitcii, The Constitution of tlie Disaeeharides. Part HI. 
Jl. Clieni. Soc. Ihl. 115, sS. <S()o [igio]. 

Diese Zs. Bd. 120, vS. 42, und zAvar 8. q.S 1 1(>22]. 
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durch istündigcs vorsichtiges Erhitzen auf iio° befreit worden. Nach dieser Be- 
handlung wurde das sj)ezifische 1 )reliungsverniögcn 4 ^Minuten nach dein Auflösen 
zu 20,()'’ gefunden und 19,8' ermittelt. 


Temperatur COz au.s 1 g Ilexose, bei 22' und 717 mm geme.s.seu, 291 ccm. 


IMlmiten 


4 6 I 8 Kl ; 12 I i.( j Halbe Garuii)’ 


/\-Form 

1 2 

44 ' 0.1 

07 

132 ■ 160 

1 (SO ccm 1 1 Minuten 

(deichgew. 

14 

, 40 ; 07 

1 13 

145 iSi) 

202 ccm IO Minuten 

//-Form 

M 

4 ' O2 


131 i6(> 

iSSccm loV^ Minuten 


Alle drei Glucosen gären also gleich schnelb ohne daß bei einer Vergärung von 
50% in II Minuten eine Isomerisation in ausschlaggebendem Maße möglich wäre. 
Diese geht nämlich 10 mal langsamer von .statten, z. B. wurden in unserem Versuch 
in 6 Minuten 20% Zucker vergoren, während die Umlagcrung unter den nämlichen 
Bedingungen in dieser Zeit kaum 2% erfaßt; 20% Ä-Forni finden wir aus reiner ß- 0 \n- 
cose erst [169] in 62 Minuten gebildet. Auch das schwach sauere Milieu bei der Gärung 
wirkt darauf nicht beschleunigend. Die Einstellung des Gleichgewichtes wird nämlich 
durch Ilydroxylionen 40000nial stärker beschleunigt als durch Wasserstoffionen, 
so daß bei schwach saurer Reaktion (/)„ — ca. 3,6) die Geschwindigkeit der Muta- 
rotation ein Minimum erreicht*. 


' C. 8. Hudson, Cataly.si.s by acids and bases of the mutarotation of glucose, Jl. Amer. 
vSoc. Bd. 29, S. 1571 [1907]; H. v. UuLKR und A. IIhdKUUS. Biocliem. Zs. Bd. 107, S. 150 I1920]. 
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69. UBER AUSWÄHLENDE GÄRUNG VON ZUCKERGEMISCHEN. 

Von Richard Willstätter und Harry Sobotka. 

(Mitteilung aus dem Chcniischen Lal)oratoriiim der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

Mit I Ahbildimg im Text. 

(Der Redaktion zugegaiigen am ri. August nyzz.) 

Theoretisches über auswähleiidc Gärung. 

Aus den Arbeiten von A. vSi.atok’ über die Gärung von Zuckcrgemischen geht 
hervor, daß nur ein Teil des Gärungsmechanismus für die einzelnen Zuckerarten 
spezifisch ist\ Während bei den verschiedenen Zymohexosen bereits Identität der 
Zerfallsprodukte mit 3 Kohlenstoffatoinen zu erwarten ist, was z. B. für (lahiktosc 
von M. Tomita^ bestätigt wurde, gibt es in den ersten vStadien der Gärung Fälle aus- 
geprägter Spezifität. Diese kann in der Geschwindigkeit der Gärung einzelner Zucker 
nicht immer zum Ausdruck gelangen, wtü eine spätere, mehreren Zuckern gemeinsame 
Teilreaktion als langsamste die Rolle eines ,, limitierenden T'aktors“ ausübt und für die 
verschiedenen Substrate gleiche Umsatzgeschwindigkeit bewirkt. Vergärt man dagegen 
ein Gemisch zweier Zymohexosen, so tritt, und zwar selbst bei den i.somereii d-Glu- 
cosen, der Fall [171] ein, daß ein Zucker gegenüber dem anderen bevorzugt wird, 
daß also eine auswälilcndc Gärung erfolgt. 

Aus der Analyse des Re.stzuckers bei unterbrochener Gärung eines Zuckergemisches 
läßt sich der Quotient 

Vergorener Briu'hteil de.s vorgezogeiieii Ziukers 
X'ergorcner Bruchttil (le.s zurückge.setzten Zuckers 

berechnen. Die Gärgeschwindigkeit i.st bekanntlich nur von der Hefekonzentration, 
nicht aber von der Zuckerkonzentration abhängig. Wenn nun bei der Gärung eines 
Gemisches der in der Zeiteinheit vergorene Betrag in konstantem Verhältnis, also 
auch unabhängig von den Partialkonzentrationen auf die beiden Komponenten 

' vStudies in fermentation, Jl. Chem. Süc. Bd. 89, vS. 128 [1906]; Bd. 93, vS. 217 [1908]. 

^ Zit. n. A. flAROKN, ..Alcoholic fermentation“, 2. Auf)., vS. 124, lyondon 1914. 

^ Fbcr die l hn.sctzung der Galakto.so nach der zweiten \’ergärungsform , Biochem. Zs. Bd. 1 2 1 , 
vS. 1O4 I1921]. 
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entfiele, so bliebe dieser Quotient bis zum Verschwinden der schneller gärenden Form 
konstant. Dieser Zustand würde in der Abbildung durch 2 Gerade zur Anschauung 



[172] kommen, die in dem Punkt 0 entsprängen und deren untere, abwärts gerichtete, 
zwischen den beiden cingczcichneten (jeraden verliefe, welche die Grenzfälle i : i 
und oü:i darstellen (z. B. Gerade 3:1 der Abbildung). Eine solche Annahme ist in- 
dessen wenig wahrscheinlich. 

Ks .seien zum ^'ergleiell in einen Behälter 2 Arten von Kugeln eingefüllt, 6 ü sehvverire und 
60 leiehtere, die durch Schütteln ständig verniischt werden. Ans einer Öffnung sollen 6 Kugeln/vSek. 
herausfallen und die Wrteilung auf die beiden Arten stehe in linearer Abhängigkeit von den 
Partialkonzentrationen. Die Wahrscheinlichkeit für das Hcrausfallen einer schwereren Kugel 
betrage 73; es werden also zunäch.st innner 4 .schwere und 2 leichte ausgeworfen. Hierdurch 
verschieben sich die Anteile in dein Behälter zuungunsten der .schwereren Kugeln, so daß nach 
10 vSekunden nur noch 20 .schwere neben 40 leichten Kugeln vorhanden sind. Infolgede.ssen 
vermindert sich die Wahrscheinlichkeit herauszufallen für die .schwereren Kugeln; es werden 
jetzt gleich viele Kugeln, ^ und 3, von jeder Sorte herausfallen. Dadurch verschlechtert sich 
»las Verhältnis weiter zunngnn.sten der .schwereren Kugeln u.sw. 

Für die auswälilende Gärung ergeben sich bei Anwendnng der Infinitesimal- 
rechnung folgende Ausdrücke: 

A. A' z y i .J 

(Tesamtkon- Konz. d. .schnell- Konz. d. lang.sain- 
zentration gärenden Form gänmdeii h'orni 

( lo) ^ ( !//) (hon.stante ('.ärge.schwindigkeit). 
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R. WlIJvSTÄTXKR und II. SOBOTKA: 


C. — — ky\z, \v()l)ei h das Verhältnis der beiden Gärgesehwindigkeiten zu einander 
bedeutet. Aus Gleichung C. folgt 

I). A' ■ ; hieraus durch Integration; 

Iv. A - ln.: “ hiy + C ; die unbekannte Integration.skon.stante C eliminiert man: 
h/. Ä {InsQ— hu) = Inyo-' hiy. Die aus 

D. A berechneten Werte für k bedeuten das Verliältnis der Umsatzgeschwindig- 

keiten. 

,,A“ zeigte bei dem in der vorhergehenden Abhandlung untersuchten Gemisch keine Kon- 
stanz. Ks wurde deshalb auch die Annahme rechnerisch geprüft, daß die auswählcnde Reaktion 
nicht monomolckular, sondern l)i- oder trimolekular in bezug auf das vSubstrat erfolgt. Auch 
die auf diesen Grundlagen berechneten Werte für ,,k“ zeigten in dem Falle der beiden Glucosen 
raschen Abfall im Verlauf der Gärung. 

[173] In der Abbildung sind die Schaulinien für k --- cx), k ~ 3 und Ä — i ausgezogen. 
Im ersten Falle würde zuerst die eine Form linear verseliwinden und erst dann be- 
gänne die lineare Gärung der anderen Form. Im letzten I'alle verteilt sich der ver- 
schwindende Zucker in gleicher Menge auf beide. Für die dazwischen liegenden Fälle 
gehört zu jedem k eine Kurve, von denen die für ^ — 3 eingezeichnct ist. Das Diagramm 
verändert sich nicht prinzipiell, wenn die Anfangskonzentrationen der beiden Hexosen 
von einander verschieden sind. 


Auswahl ende Gärung von Invertzucker. 

Die in der vorhergehenden Abhandlung zum erstenmal für Gleichgewichtsglucose 
beschriebene Erscheinung der auswählenden Gärung ist für den Fall von Invertzucker 
schon A. r. Dubkunfaut' bekannt gewesen. Die Glucose wird vorgezogen, was viel 
später W. L. HieffF für die verschiedensten Hefen bestätigte. Nur Saccharomyces 
exiguus und eine von U. Ga von und K. DriBOURC^ beschriebene Weinhefe zeigten 
ein umgekehrtes Verhalten. Auch andere Mikroorganismen ziehen vielen Angaben 
zufolge Gluco.se vor. 

Hingegen wird die Gärung der einzelnen Zucker d-Glucosc und d-Fructose meist 
als gleich schnell beschrieben, was wir sowohl bei unter- wäc obergäriger Hefe oft 
und genau bestätigt fanden. 

Bei den isomeren d-Glucosen war die Beobachtung der auswählenden Gärung 
nur bei besonders beschleunigter Ausführung des Prozesses möglich, denn infolge 
der raschen Einstellung des Gleichgewichts zwi.schen beiden Zuckern können bei 
langsamer Gärung nur die mit i:i bezeichneten Kurven zur Beobachtung gelangen. 
Die bei einer Schnellgärung zum Vorschein kommende Abweichung klingt bereits 
im Verlauf von i bis 3 Stunden nach der Unterbrechung ab. 


‘ C. R. Bd. 25, vS. 307 [1847]. 

* Jl. Fcd. Inst. Brew. Bd. i, S. 288 [1895]; Chem. Zbl. 1897, I, 1241. 
^ C. R. Bd. HO, vS. 865 [1890]. 
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Die auswälilende Vergärung des Invertzuckers, auf welche [174] die theoretisch 
abgeleitete Formel angewandt werden soll, ist für die (|uaiititati\'c Verfolgung ge- 
eigneter. Die oben erwähnten vSchwierigkeiten fallen hier fort, es besieht kein Unter- 
schied zwischen den Restlösungen rascher und langsamer Gärung. Von dem Versuchs- 
material sollen in der Tabelle nur die Ergebni.sse angeführt werden ; sic wurden durch 
Kombination der polarimetrischen und reduktoinetrischen Bestimmungen gewonnen h 



Tabelle. 

Unterbrochene 

iärung von Invertzucker, 

bzw. 

Sa 

•cliarose '. 





KrstliclKT 1 Vertuend 

"1 


Nr. 

llcxosc 

K m-fo ' -■ 

(Tr-C,ch.) ^ - " 

['>1,10 I'rm-tosc) 

Ziu ktr 
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C. Ina »sc 

('ihm >S( 





1 


rructiisc 

l'ructos 
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I 



51,8" 

10.4 

28,2 

.68,8 


1,85 2,83 
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uiiil i,(> Saccli. 
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f)2,0 ' 

4.0 

4 .tl 





1 5 ” 


19.7 



1.40 : (2,4.); 
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1 

26,0' 

( 55 />) 

.l \,7 

44.1 

.66 
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2,50 2,90 
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- 28,4' 

•tv.o 

17.0 


, 

4I 
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4 .t 6 
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2,81 1 3,04 



T 

i ■ 4 w 

10,0 

40 ,f) 



5 

I g 

(21%) 

(74.. u 

20,1 

20,0 


1.61 , 2,97 







Mittel a. 4 Vers. 2,9^1 



f) 

5 ' 

KM 

,6 >.6 



rU 

g 

(35,8%) 

(61.0) 

2<),9 

2(), 1 


1,54 l,8<j 


[175] Die Tabelle weist für die oben eingeführte Konstante k gute Übereiiistinmumg 
auf; diese wird auch in der Abbildung anschaulich, in der die beobachteten Werte auf 
die Kurve für /? = 3 fallen. 

Wenn wir diese Erscheinung der auswählenden Gärung zu erklären suchen, so 
ist zu berücksichtigen, daß Glucose, Fructose und ihr Gemisch mit gleichen Geschwindig- 
keiten gären. Da nun aus den Versuchen hervorgeht, daß die liefe das Gemisch von 
(Bucose und Fructose doch auswählend vergärt, so ist es wahrscheinlich, daß im Ver- 
laufe der Gärung eine Teilreaktion langsam genug erfolgt, um auch von Fructose 
allein erreicht zu werden. Der Vorgang, der die Größe von k bedingt, wird also wohl 
jener Reaktion vorausgehen, deren Geschwindigkeit gleichbedeutend mit der zu be- 
obachtenden Gärungsge.schwindigkeit ist. 

Analoge Betrachtungen gelten für die auswählende Gärung der beiden d-Glucosen. 


' Vgl, R. Wiu,STÄ'mCR und (k OrPivNiiKiMJ^K, Diese Zs. Bd. 1 iS. vS. 168, und zwar 187 und 
iSH [iiy22] iAbh.64). 

^ Die Inversion eilt der Gärung .so schnell voraus, daß durch Anwendung der Biose kein 
Unterschied bewirkt wird. 

^ Fructosegewöhnung. In Ver.such Nr. 6 wurde eine auf Fructo.se gezüchtete Hefe 
verwendet. Frische I/)wcnbräuhefe — wie in <ien übrigen Versuchen — wurde innerhalb 4 Tagen 
ini IO fachen Volumen von .sterilisiertem Hefenwa.sser 3 mal mit je 80% ihres Gewichts (im ganzen 
mit mehr als dem lofachcn ihres Trockengewichts) an Fructose versetzt Mit der durch Ab- 
zentrifugieren wiedergewonnenen Hefe fanden wir den Geschwindigkeitsquotieiiten ,,A“ sichtlich 
zugunsten der Fructosegärung verschoben. 


Zeitschrift für physiologische Chemie 123, vS. 176 [1922]. 


70. ÜBER AUSWÄHLENDE GÄRUNG MIT GALAKTOSEGEWÖHNTEN 

HEFEN. 

\'on Richard Willstätter und Harry Sobotka. 

(Mitteilung aus dem Chemischen Ivaboratoriuin der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in ^rünchen.) 

(Der Redaktion zugegangen am ii. August 


In der Literatur' finden sich zahlreiche Angaben, daß die meisten Hefen, die 
unvermögend sind, (lalaktose zu vergären, durch Züchtung in Lösungen dieses Sub- 
strates die Fähigkeit der Galaktosevcrgärung erlangen. Das Verliältnis der CLirfähig- 
keit für Galaktose zu jener für Glucose kann durch den Quotienten aus den Ilalbgär- 
zeiten* oder durch das reziproke Verhältnis der entwickelten CÖj-Mengen im Zeit- 
punkte halber Gärung von Glucose ausgedrückt werden. Diese Verliältnisse erreichen 
im Verlaufe der Gewöhnung den Wert r:r und können ihn bei manchen Hefen zu- 
gunsten der Galaktose überschreiten. A. .Scator erreichte ein Verhältnis von 155:100 
für die Anfangsgärgeschwindigkeit, d. i. etwa 65:100 für das Verhältnis der Plalbgär- 
zeiten, A. Harden und R. V. Nokkis ein solches von 84:100. In unseren Versuchen 
sank die Halbgärzeit für (dalaktose bis auf 75/100 des Wertes für [177] Glucose; freilich 
war zugleich die absolute Gärkraft der Hefe zurückgegangen. 

Durch diese ,,Übergewölinungen“ wird die Annaliine Eulers') in Frage gestellt, 
daß bei der Galaktosegewöhnung eine ,, Galaktase“ entstehe, welche die Galaktose 
erst in Glucose, Enolghicose oder ein ähnliches eng mit Glucose verwandtes Produkt 
verwandle. (R^gen eine solche , .indirekte“ Galakto.segärung dürfte auch — im >Sinne 
der Hardenschen Phosphattheorie — die Untersuchung des von Harden und Norris 
beschriebenen Galaktosephosphorsäureesters sprechen . 

‘ K. P. Armstron<;, l*roc. U. vSoc. Bd. 76, S. 0(M)(B) [1005]. Cliem. Zhl. 1005, H, 1807. 
A. vSlaTor, Journ. Chem. vSoc. Bd. 89, vS. 128 I1906I, Bd. 93. vS. 217 [1908]. A. Harden und 
R. V. Norris, Proc. R. vStx-. Bd. 82, vS. 645 (B) IkuoJ. H. v. Tüilicr und T). Johansson, Die.st; 
Zs. Bd. 78, S. 246 [1912]. H. V. Kulkr, J. Laurin und A. PktivRSSKN, Biochem. Zs. Bd. 114, 
v^. 277 [1921J. R. Willstätter und W. StkihelT, Diese Zs. Bd. 115, vS. 211, und zwar 233 [1921] 
u. a. m. 

‘ R. Willstätter und W. Stkirelt. a. a. ()., und zwar 8. 219 [Ahh. 63). 

II, V, KulER, Chemie der Lnzyme. Müueheu und Wiesbaden 1920. 2. Aufl. I. 'l'eil, vS. 293!. 



über auswählende (iäruiig mit galaktosegcwölmtcn Hefen. 


955 


Daß die Vergärungen von Glucose und (ialaktose parallele Prozesse sind, die erst 
in einem späteren Stadium der Gärung* zusaninienfalleii, geht am besten aus Gärungs- 
versuclien mit Zuckergeniischen hervor, die wir analog den Versuchen der beiden 
vorhergehenden Abhandlungen angestellt haben. vSie ergaben, daß sich das Verhält- 
nis d e r G ä r g e s c h w i n d i g k e i t e n i iii ( t e m i s c h wesentlich z u g u n s t e n schnellerer 
Glucosegärung von dem Ge.schwimligkeitsverhältnis der Kinzelgärungen unter- 
scheidet. Das Verhältnis der vergorenen Zuckermengen unterliegt hier zwei ein- 
ander entgegengcrichteten Einflüssen. Kiiier.seits verschiebt sich dieses Verhältnis 
parallel der Anreicherung der langsamer verschwindenden Substanz zu deren (Um.sten, 
wenn der Quotient der beiden Gärgeschwindigkeiten (k) konstant isth Entgegen 
wirkt andererseits die Regeneration des Glucosegärvermögens infolge der G, egenwart 
dieses Zuckers. Dieser lynfluß konnte nicht genau bestimmt werden. Er kann sich 
aber keinesfalls so schnell geltend machen, daß er das Verhältnis (So;ioo in ein \ er- 


hältnis umkehrt, welches durch k 1000:100 ausgedrückt w'äre. 


Der Erscheinung, daß eine an (jalaktose gut gewöhnte Hefe Galaktose allein 
schneller als Glucose allein vergärt, in einem ('Temisch beider Zucker dagegen die 
(Eucose vorzieht, genügt folgendes kinetisches Schema: 

[178] A. ('dii(:o.sL‘ (bdaktose 


(Di 

ZiCi 


(in (iD 

-> /AI < 


j(I) 

Zj( i.'i 


idii) 


T. bei (len Hiiizelgännigen seien die Reaktionen (I) die kontrollierenden, die langsjimsten 
Reaktionen. Durch die Anpa.ssung ist die Hefe in den Stand gesetzt worden, diese Reaktion mit 
Galaktose schneller als mit (hucose vorzunelimeii ; inf<)lgcd(\ssen raschere Galaktosegärung. 

2. Ini Gemlscli Ijefindeii sich beide vSub.strate in nur halb .so großer Tvinzelkoiizeiitration. 
Dadurch ist die in doppelter Konzentration zu bewältigende Reaktion (TH) zur liniitiereiideii 
geworden, und sie hängt von der Konzentration des geniein.sainen Zwischenproduktes Zn ab. 
Dieses entsteht aus den Zwi.schcnkörpern ZiGl und ZjGa mit verschiedener, für das Gluco.sederivat 
größerer Geschwindigkeit. Die Gluco.se wird also .schneller gären, wenn auch die mit (I) bezeich- 
neten Vorgänge im Galaktosesystem ra.sclier erfolgen. Die.ser Art läßt sich die Ihnkehruiig 
jenes Verhältni.s.ses erklären, während Schema !> die Möglichkeit, «laß Galakto.se .schneller als 
(Tluco.se vergoren wird, und die lieideii vScheniata B und C. welche H. v. Kciucrs Aiiffa.ssimg 
wiedergeben, den obigen T-ffekt unerklärt la.s.sen. 


B. Gluco.se 

I 

Gärung 


Galakto.se C. Gluco.se Galakto.se 

Zi - 


y 

Gärung 


Experi men teil cs. 

l'ür uasere Versuche diente Unterliefe aus der Alüncheiier I.öwenbrauerei sowie 
obergärige Hefe der Sinner A. G. in Grünwinkel bei Karlsruhe. Als Gewöhnungs- 
lö.sung diente ein Hefendekokt, welches vor und nach dem Galaktosezusatz sterilisiert 
wurde. Die Kulturen standen bei ca. 25“. 

^ Vgl. M. Tomita, Biochein. Zs. Jkl. 12 1, S. 164 [1921]. 

^ Siche die {voranstehende) Abh. ,,Über auswählende (Tärung von Zuckergemischen“. 
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I. Einzelgärungen wurden nach den Bedingungen der Halbgärzeitdefinition 
ausgeführt. Die aufeinanderfolgenden Stufen einer Gewöhnungsreihe mit Brauereihefe 
führten zu überlegenem Galaktosegärung.svermögen, wie aus der Tab. i hervorgeht. 

Das Verhältnis der Gärgeschwindigkeiten bleibt während der Gärung nicht 
gleich. Zu Anfang wächst es zugunsten [179] der Glucosegärung infolge der erwähnten 


Tabelle i. (Talaktosegewöhiinng von böwenbräuhefe. 


liefe 

HiUbKÜrzeit für 

Oalaklosc Ghicose 

in Minuten 

Verhältnis der 
Halb^ärzeilcn 

Cal. : Glue. 

Verhältnis der 
CO.-Vul. bei Ghicosc- 
halbsärzcit 

Glue. ; Gal. 

böwenbräii 

00 

I 50 — 2 t)(J 

■ 


Gal. I i 

650 

235 

280 ; i(K) 

,^00 : I OD 

Gal. 11 

•too 

20=; 

»35 : H)0 

I.jO: HX) 

Gal. III : 

OCH) 

485 

12 5 : 100 

T 20 : J(X) 

Gal. IV’ 

720 

86ü 

80 : 1 0( ) 


(ial. V 

ca. 030 t 

•a. 12,^0 

7 5 : loo 

-- 


Tabelle j. Unterbroeheiie Gärung von Glncose-Galakto.se-GLMiii.sch. 


Hefe 

1 »aller , COj 

Min. 

GärunK.srcsllösun: 

Rerlr. 

<duc. 

Gal. 
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Glue. 

Gal. 

1 
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1 '■ 

Gal. TU 
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b ,77 

Gal. 111 
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80 
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Gal. V ' 

1 
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Ib 

45,6 1 76,8" ' 

5.5 

• 14.5 

4.49 

TO, 00 

vSiniier j 

30 <> 

.VJ 

5 b.<) 73,7'^ 

40.1 

13.3 

9.0 

3b, 7 

5.73 

9.66 

Gal. gew. 1 




43 .b 

b .4 1 




Regeneration. Im ersten Drittel der Glucosegärung erreicht es sein Maximum und 
fällt dann erst nach dem zweiten Drittel, sobald sie hinter dem linearen Verlauf zurück- 
zubleiben beginnt, allmählich ab. [180] Die in der Tabelle angeführten beiden Aus- 
drücke geben ein gutes Bild des durchschnittlichen Verhältnisses der beiden Ge- 
schwindigkeiten. 

2. Gemischgärungen. Mit den galaktosegewöhnten Hefen der angeführten 
Versuchsreihe und mit einer obergärigen Hefe, die in den Kinzelgärungen ungefähr 
das Verhältnis 300:100 erreichte, sind die in der Tab. 2 zusaniniengestellten Gärungen 
von Glucose-Galaktose-Gemischcn (0,5 g Glucose -f 0,5 g Galaktose) ausgeführt wor- 
den. Im Zeitpunkte der Halbgärung war -die Glucose aufgebraucht. Unterbrach man 
die Gärung früher, so ergaben .sich für den Geschwindigkeitsquotienten k trotz Über- 
gewöhnung der Hefe Werte entsprechend 6- bis 10 fach überwiegendem Glucosegär- 
vermögen. 

' Für höhere Vergärungsgrade überschreiten die [«D- Werte den Wert 80,2° für reine Galak- 
tose. Man wird hier neben Anreicherung dieses Zuckers das Kntstehen stärker rechts drehender 
nicht (Kler weniger reduzierender Neben- oder Zwischenprodukte anzunehmen haben 
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71. ZUR KENNTNIS DER TROCKENHEFE. 

Von Harry Sobotka*. 

(Mitteilung aus dem Chemischen I^aboratoriuin der Bayerisehen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

Mit 2 Abbildungen im Text 
(Der Redaktion zugegangen am 20. November ](;2 3.) 

Die Untersuchung der Vergärung von Zuekcrlösungen durch Trockenhefe ver- 
spricht dank ihrer scheinbaren Mittelstellung zwischen Zellgärung und zellfreier Uärung 
zur Aufklärung des Mechanisnius alkoholischer Oärungen beizutragen. Die folgenden 
Versuche sollen die quantitativen Verhältnisse bei der Uärung mit Trockenhefe kennen 
lehren; ferner haben sie den Zasammenhang von vStärke und Verlauf dieser Gärung 
mit den Bedingungen zum CTegenstand, unter welchen die Trocknung stattfand. Deren 
Extreme, zwischen die zahlreiche Abstufungen eingeschaltet wurden, bildete einer- 
seits langsame Trocknung bei normaler Temperatur, andererseits Behandlung mit 
einem so scharfen Trockenniittel wie Aceton oder Einspritzung in einen heißen Euft- 
strom. 

Gärungen mit Trockenhefc bieten ein typisches Bild: Nach Ablauf einer mehr 
oder minder scharf ausgeprägten Induktionsperiode beginnt die Kohlendioxydent- 
wicklung, sie steigt bis zu einem Maximum pro Zeiteinheit, welches sie bis zum Ver- 
schwinden der Hauptmenge des Zuckers beibehält. Als nächstliegende Erklärung 
bietet sich die Annahme, daß die trockenen Zellen in der Zuckerlösung erst allmählich 
ihre Gärkraft wieder gewinnen. 

[2] E. Abderiiatden*, der Trockenhefegärungen mit noch längeren Induktions- 
zeiten beschreibt, als hier beobachtet werden konnten, führt die.se Erscheinung auf 
das Aufleben und in Erweiterung dieser Erklärung auf das vSprossen der überlebenden 
Zellen zurück. 

Aus den Gärungskurven lassen sich für jede Trockenhefe graphisch zwei Daten 
gewinnen: die Dauer der Induktion und die definitive Gärgeschwindigkeit. 

* Aussu/^ aus der unter meiner Leitung ausgefülirten Inauguraldissertation, München 1^22. 

' E. Abderhalden und A. Fodor, Fermentforsclmng Bd. 5, S. 138, und zwar S. 147 
[1921/22]. 
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H. vSoBOTKA: 


Dieser doppelten Mannigfaltigkeit an charakterisierenden Daten entsprechen zwei 
nicht voneinander abhängige Kigenschaften der Trockenhefen. 

Die Gärgeschwindigkeit, verglichen mit der Gärgeschwindigkeit derselben Hefe 
in frischem Zustand, gibt die Zymaseausbeute an und wird weiterhin zum Vergleich 
mit dem Betrage freier Zymase dienen können, den der Macerationssaft aus derselben 
Trockenhefe enthält. Der Quotient der Gärkraft getrockneter und frischer Hefe ist 
ferner gleich dem Prozentsatz lebender Zellen in dem untersuchten Präparat, die 
allenfalls neugebildeten Zellen inbegriffen, unter der Annahme, daß erstens bloß die 
lebenden Zellen den Zucker angreifen und daß zweitens die einzelne Zelle die gleiche 
Gärkraft wie vor der Wasserentziehung wiedererlangt; dabei wird vorausgesetzt, 
daß innerhalb der untersuchten Konzentration die Gärkraft proportional der Anzahl 
lebender Zellen ist; dies wurde in einem Kont roll versuch für die fraglichen Konzen^ 
trationen lebender und getrockneter Hefe bestätigt. 

Bei der langsamen Trocknung einer Brauereihefc behielt z. B. nur ein Zehntel 
der Zellen .seine (tärkraft, die widerstandsfähigere Bäckereihefe blieb dagegen zu 
einem guten Dritteil unzerstört. In dem warmen Duftstrom des Faust-Heimschen 
Apparates konnte ein Viertel der Zellen von Unterliefe komserviert werden und durch 
Zerstäubung in eine geheizte Kammer oder durch die plötzliche Wasserentziehung 
durch Aceton wurde bei verschiedenen Hefejiroben ein Fünftel bis über ein Drittel 
des Pilzes in gärfähigem Zu.stand fixiert. 

[3] Wie tiefgreifend jedoch die einzelne Zelle durch die Trocknung verändert i.st, 
wird durch die Dauer der Induktion angegeben. Jene Zellen, die nicht irreversibler 
Zerstörung anheimfieleii, benötigen je nach der Intensität der Trocknung verschiedene 
Zeiten, um nach Quellung der Membran auch in ihrem jilasniatischen Innern jenen 
^lindestbetrag von Feuchtigkeit aufzunehnien, der ihr Zymascesystem wieder in Funk- 
tion treten läßt. Die Wiederaufnahme des Wassers erfolgt bei den langsam getrock- 
neten Hefen im allgemeinen .schnell, langsam aber bei jenen, deren Zellmembran 
durch plötzliche und intensive Trocknung, vielleicht bei Acetonhefen .speziell durch 
chemische Pänwirkung, besonders schwer (piellbar geworden ist. Die untersuchte 
Bäckereihefe war der Feuchtigkeit in jedem Fall schwerer zugänglich als die ebenso 
l)ehandelte Brauereihefe; dieses Verhalten hat in der dickeren, schon ursprünglich 
widerstandsfähigeren Membran der Bäckereihefe seinen Grund. 

r'ür die Dauer der Induktion ist nächst der iMethode der Trocknung und dem Typus der Hefe 
auch die Hefekon/.entration des Gärver.suclies wichtig. Nicdit nur, daß mit der Hefekonzentration 
die Anzahl der lebenden Zellen und damit die Gärkraft wächst — auch die Konzentration der 
lebensunfähigen Zellen steigt und erreicht Beträge, bei denen l)ereits Maceration' auftritt und 
den überlebenden Zellen organische Substanz zur banährung und zur Fortpflanzung darbietet, 
ln die.sen Fällen mag auch eine zellfreie vSaftgärung nebenher laufen, worauf weiter unten anläß- 
lich der Wirkung von Xarkoticis ziiriickzukommeii .sein wird. 

IX scheint übrigens, eben.so wie beim X'erlialteii kleiner Mengen Frischhefe gegen Zucker- 
lüsungen, einen vSchwelleiiwert für die Hefekonzentration zu geben, unterlialb dessen der Zucker- 
verbrauch nicht der Gärung, .sondern nur der Substanzvermehrung des Filzes zugute kommt. 

' A. v. Ann. Inst. Fast. Bd. 25, S. 6S2, Tab. I und Bd. 26, S. 8 [1912]. — Auch 

Acetonhefe gibt mit der 3 fachen, ja auch noch mit der / fachen Menge Wasser einen gärfähigen 
l\Ia('erationssaft. 



Zur Kenntnis der Troekenhefe. 


050 


Je feiner die Hefe bei der Trocknung verteilt war und je einheitlicher infolge- 
dessen ihr Trocknungsgrad ist, desto schärfer wird die Induktionsperiode gegen die 
Gärung absetzen. Wenn die Zellen eines Präparates in verschiedenem Grade ihrer 
Vitalität beraubt sind, so wird diese auch in entsi)recheiider Weise wiedergewonnen, 
so daß bei Betrachtung der [4] Gesamtheit der Ilefezellen die Gärkraft ohne deutliche 
Ruhepause allmählich bis zu einem Höchstwert anwächst. 

Wenn die ausgegorene Bosung rechtzeitig von neuem mit Zucker versetzt wird, 
so beginnt die Gärung sofort, allerdings ist dabei der schädliche Einfluß des bereits 
vorhandenen Alkohols zu berücksichtigen. Wenn man zwischen dem Verschwinden 
der ersten und dem Zufügen der zweiten Zuckerdosis der Hefe Zeit gibt, zu degenerieren, 
so muß sich erst von neuem lebende Hefe über das erwähnte Minimum hinaus ent- 
wickeln, so daß eine abermalige Induktion auftritt. Inkubation der Trockenhefe in 
einer Zuckerlösung veranlaßte eine Verkürzung der Induktionsdauer bei der folgenden 
Gärbestimmung der abfiltrierten Hefe h 

Auch Vorquellung in Wasser verkürzt nac'li .Am)iiRHAi,i)i-;x“ die Induktion hei der Gärung 
von hinzugefügtcni Zucker. Trennt man jedoch die liefe von dem dabei verwendeten Wasser 
und führt sie in eine Zuckerlösung über, so erzielt man keinen lüiölg, da der Hefe durch diese 
Vorbehandlung ein großer Teil des Koeiizyms entzogen wird h 

Um das vSchicksal des Kohlehydrates während der Inkubation bzw. während 
der Induktionsperiode kennen zu lernen, wurden Gärungen mit einer lang und scharf 
induzierenden Troekenhefe angesetzt und in verschiedenen Zeitj)unkten unterbrochen. 
Die Analyse der Resthisuiig gab größere Abweiehungen im Z\iekergehalt zwischen 
der polarimetrischen und reduktonietrischen Methode, als man bei Gärungen mit 
Erischhefe zu finden pflegt. Diese Differenzen gehen auf das Austreten linksdrehender 
Substanzen aus der Hefe zurück h In welchem Maße beide analytischen Methoden 
durch Reaktion zwischen Kohlehydrat und Eiweiß 5 verfälsdit werden, ist eine un- 
geklärte Frage, mit der es .sich in dem Spezialfall der Trockenhefe [5] nicht anders 
als sonst verhalten dürfte. Die Ergebnisse die.ser Unterbrechungsversuche waren 
infolge der erwähnten Fehlerquellen nicht einheitlich. 

Trotzdem la.ssen .sie erkennen, daß zu Anfang der Induktion im Gärgut Ruhe 
herrscht. Hierauf beginnt der Zucker zu verschwinden, ohne daß sogleich Kohlen- 
dioxyd entwickelt wird. Die Ga.scntwicklung beginnt meist erst nach einiger Zeit 
und erreicht um so geringere Beträge, je .sj)äter sie einsetzt. 

Verschwinden von analytisch nachweisbarejii Zucker ohne äquivalente Ejitbindung 
von C(.)^ findet bei jeder Gärung statt. Während aber nach unveröffentlichten Ver- 
suchen dieses ,, Zuckerdefizit" bei frischen Hefen selten 15% der ursprünglichen 

' Vgl. AnDKRHAimKN, a. a. O. vS. 146, Vcr.sucli 7. 

■ Vgl. ebenda S. 145. 

^ Vgl. H. v. EunER lind K. Myrbäck, Die.se Zs. Bd. 1 17, vS. 28 [lo-’G mid II. v. Ivui.i'.R und 
S Karksson, ebenda Bd. 123, vS. 90 [1922]. 

R. 0 . Herzog und Ü. vSaeadin, Die.se Zs. Bd. 74, S. 263, und zwar vS. 265 [1911]. 

5 N. N. IWANOEE, Bioeliem. Zs. Bd. 120, S. i, und zwar >S. 51 [1921 ]; vS. KüSTYTSCIUvW und 
W. BrieeianT, Die.se Zs. Bd. 127, S. 22.^ [1923]. 
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vSubstratkonzeiitration erreicht, wird diese Zahl bei Trockenhefegärungen oft über- 
schritten. Da der verschwindende Zucker offenbar dem inneren Stoffwechsel der Zelle 
dient, so kann der Mehrverbrauch bei den Trockenhefen hinreichend mit deren be- 
sonderen Bedürfnissen, der Ergänzung des oft sehr geringen Glykogengehaltes, ins- 
besondere aber mit dem Substanzbedarf zum Aufbau der von Abderhai,den fest- 
gestellten sprossenden Tochtcrzellen erklärt werden. 

Das Anwachsen des Zuckerdefizits bis 50% bei Vergrößerung (Verdreifachung) 
der Trockenhefekonzentration zeigt deutlich, daß cs sich um einen Kohlehydrat- 
vcrb rauch des Pilzes handelt, nicht um ein bloß zeitweiliges Verschwinden des Zuckers 
infolge eines abnormalen Gärungsmechanismus. 

Die Auffassung, daß die Gärung der Trockenhefe nicht prinzipiell von der Gärung 
frischer Hefe verschieden ist, wurde durch eine Reihe weiterer Versuche unterstützt: 
Wenn Trockenhefe auf die am Ende des exp. Teils geschilderte Art und Weise zer- 
rieben wurde, so daß unter dem Mikroskop nur mehr vereinzelte Zellen in unzerstörtem 
Zustand erkennbar waren, so wies diese Trockenhefe eine viel schlechtere Gärkraft 
und eine viel längere Induktion als die unzerriebenc Hefe auf, ein Resultat, das nicht 
durch die Gärung mittelst freier Zymase erklärt werden kann. Ein freies Enzym müßte im 
Gegenteil durch die Zerreißung der Zellen für das Substrat zugänglicher geworden sein. 
[6] Gegen die Gärwirkung freier Zymase in Trockenpräparaten spricht schließlich 
gerade die oftmals dafür angeführte Wirkung der Narkotica. In ihrem Verhalten 
diesen gegenüber steht die Trockenhefe neben der lebenden Hefe, während die freie 
Zymase des Macerationssaftes große Konzentrationen von Toluol usw. verträgt. Die 
häufig angegebenen graduellen Unterschiede in der Empfindlichkeit zwischen frischer 
und getrockneter Hefe beruhen darauf, daß die letztere wegen ihrer geringeren Gär- 
kraft und infolge ihres etwa 4 mal so großen Trockengehaltes stets in größeren Kon- 
zentrationen ange.setzt wird. Da nun alle Zellen, nicht nur die gärfähigen, ihren 
Anteil an Narkoticum aufnehmen, so wirkt nur der dem Bruchteil an lebenden Zellen 
proportionale Prozentsatz des Anä.stheticums der Gärung entgegen, der überwiegende 
Teil wird von den ohnedies gärungsunfähigen* Zellen adsorbiert bzw. festgehalten. Die 
Menge des Zellgiftes muß also nicht nach der zu unterdrückenden Gärkraft, sondern 
nach der bei den Trockenhefegärimgcn viel größeren Konzentration an Hefetrocken- 
substanz bemessen werden. 

Unter dieser Annahme reicht das auch bei lebender Hefe notwendige Minimum 
aus. Die Konzentrationen des Antisepticums werden aber meist viel zu niedrig ge- 
wählt. Wenn E. Büchner ' oder neuerdings E. Hayduck und H. Haehn* sowie 
letzterer und H. vSchifferdecker 0,2 ccm bzw. 15 Tropfen Toluol auf 2 g Trocken- 
hefe anwenden, so entspricht dies 0,05 ccm Toluol auf 2 g Frischhefe bzw. 0,2 ccm 
auf 8 g Frischhefe, Bedingungen, unter denen Gärung stattfindet; ein Vergleich mit 

* Im Original steht wohl infolge Druckfehlers ,,gäntngsfähigen" . 

Die Zymasegärung, München 1903, 8. 271. 

^ Biodiem. Zs. Bd. 128, S. 568, und zwar 8. 574 [1922]; Rd. 138, 8. 209 [1923]. 
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0,2 ccm Toluol auf i g lebende Hefe, also gleich viel Toluol auf den 8, oder lo. Teil 
Trockensubstanz ist irreführend. Auch 5 ccm thymolgcsättigtes Wasser auf 25 ccm 
und lg Trockenhefe ^ sind unzureichend. 

Es gelang mir stets, Gärung von Trockenhefe, die in einem Parallelversuch er- 
wie.sen wurde, durch Zusatz von 1 ccm Toluol [7] pro Gramm Trockenhefc in 20 ccm 
zu verhindern oder auf die anfängliche Entwicklung von wenigen Prozenten der theo- 
retisch zu erwartenden Kohlen.säuremengc zu beschränken. 

Eine andere Ursache für Trockenhefegärung in Gegenwart von Zellgiften kann 
die durch zu große Ilefekoiizentration ermöglichte Maceration sein, die durch Anti- 
septica nicht hintangchalten wird (vgl. >S. 3, i. Absatz des Kleingedruckten). Der 
entstehende vSaft beginnt allmählich den Zucker zu vergären, z. B. ergab Acetonhefe 
bei längerer Inkubation mit der 3 fachen und 6,6fachen Was.sermenge einen, wenn 
auch schwachen Tycbcdew.saft. Wenn man vSaft und Rückstand beisammen läßt 
und dann Zucker hinzufügt, so .setzt sich der Gärung.svcrlauf deutlich aus zwei Kom- 
ponenten zusammen: einer vSaftgärung von ähnlicher vStärke wie in dem Versuch 
ohne den Rückstand und einer Acetonhefegärung mit ähnlicher Induktionsdauer 
wie sonst und darauffolgendem steilen Gärungsan.stieg. 

Vergleicht man das Verhalten der Zyniase mit dem der anderen in der Trocken- 
liefe latenten Enzyme, so zeigt sich, daß die Zyniase und die der Autolysc dienenden 
Enzyme nicht sofort in Wirksamkeit treten, sobald die Zelle mit Wasser in Berührung 
tritt. Die verwickelte Zusammenarbeit dieser Enzymgruppen verlangt einen gewissen 
Eebensgrad der Zellen, die einfachen bio.sespaltenden Enzyme und die Carboxylase 
wirken dagegen, sowie ihnen ihr vSub.strat zugeführt wird, ohne Abhängigkeit von dem 
Zustande der übrigen Zellbestandteile. Von den Macerationsenzymen unterscheidet 
sich die Zyniase dadurch, daß sie nicht nur Quellung, sondern auch Ernährung der 
Zelle fordert, und besonders dadurch, daß ihre Wirkung durch Toluol und ähnliches 
aufgehoben wird. Diese Empfindlichkeit ist der durch Quellung regenerierten Trocken- 
hefe mit der frischen Hefe gemeinsam und weist auf die Verankerung des Enzyms 
im Plasma in beiden Fällen liiiP). 

» Ein weiteres Argument dafür, daß die Zyniase in der Trockenhefe nicht frei- 
liegt, ist der Umstand, daß sie sich nicht [8] ohne weiteres aus jeder Trockenhefc 
auswaschen läßt, sondern nur aus manchen nach UebkdkWvS Verfahren extrahiert 
werden kann, nämlich aus jenen Hefen, welche den zur lyoslösung des Zyniasckom- 
plexes erforderlichen Enzymapparat besitzen. 

Die zu einfache Buchnerschc Annahme einer freien Zyniase in der lebenden 
Zelle, die nach Zerreißung derselben einfach in Eösung geht, ist heute allseits verlassen 
und die von R. Wilpstättkr ausgesprochene Erkenntnis, daß das Invertin, welches 
man früher für löslich hielt, cr.st enzymatisch freigelegt werden muß‘J, legt einen 

3 H. V. EueER und vS. KuuanCRC, Diese Zs. Bd. 73, S. 93 [1911]. 

') Vgl. Eueer, Chemie der Ivnzyme, 2. Aufl. 1921, I, S. 164: ,, Gegen AntLseptica sind die 
Hefenenzyme in dem Maße nnempfindlieh, als sie vom lebenden Plasma befreit sind.“ 

‘J R. WiEESTÄTTKR und F. RackE, biebigs Ami. der Cliem. Bd. 427, vS. iii [i 92 1/22 J. 

61 


Willslättcr, l^nzymc. 
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Analogieschluß für die Zymase nahe. Während aber das Invertin trotz seiner Bindung 
an das tote Plasma gewisser Trockenhefen wirkt, ist die Zymase infolge ihrer ver- 
wickelten Zusammensetzung in ihren Bedingungen wählerischer. Nur einzelne ihrer 
Komponenten, z. B. die Phosphatese, falls man diese als Bestandteil des Gärsystems 
gelten lassen will, sind gleich der Saccharase schon in dem latenten Tebenszustand 
der ausgetrockneten Zelle wirksam. 

Wenn H. v. Eui,er und B. af Uggeas^ schreiben: 

. .die Zymase ist in der lebenden Hefezelle als Komplex ganz oder teilweise an das Proto- 
plasma gebunden; wird die vitale Tätigkeit der Zelle dauernd oder zeitweilig aufgehoben, so wird 
auch die gärungserregende Gruppe des ITotoplasmas, also die an das Protoplasma gebundene 
Zymase, inaktiviert; wirk.sani bleibt nur derjenige Teil des Gärungsenzyms, welcher frei ist, 
oder bei der Kntwässernng im Vakuinii (xler durch Alkohol freigemacht wird. . 

— , SO entspricht die erste Möglichkeit dieser Alternative der Wirklichkeit: Die Zymase 
ist ganz an das Plasma gebunden. Die gezwungene Annahme eines gleichzeitigen 
zwiefältigen Zustandes der Zymase in der Zelle erscheint als ein Kompromiß zwischen 
der neueren Erkenntnis und der veralteten Buchncrschen Theorie. 

Was den Nachsatz über die P'rcimachung des Gärungsenzyms bei der Entwässerung 
betrifft, so wird diese von Euler [9] auch an anderer vStelle geäußerte Anschauung^) 
häufig in der Literatur angetroffen. Es ist jedoch schwer vorstellbar, daß die Zymase 
innerhalb der kurzen Zeitspanne, während deren die plötzliche Fixierung der Zelle bei 
den angewandten scharfen Methoden (Aceton, Krau.scapparat) eintritt, vom Plasma 
abgelöst wird. Aber auch bei der langsam verlaufenden Trocknung nach A. v. Lebedew 
ereignen sich nur Vorgänge vorbereitender Natur. Sie dienen bloß der Konservierung 
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sollte auf die zellfreien Säfte beschränkt werden und man muß letzterem Forscher 
darin beistimmen, daß ,,die Feistling der Trockenhefe ausschließlich auf lebende 
Zellen zurückzuführen ist." 

[10] Das Zyniasesystem innerhalb der Zelle wirkt, sei es mechanisch oder chemisch 
an das Plasma gebunden und zwar derart gebunden, daß seine einzelnen Komponenten 
an jener Stelle des Zellkörpers verankert und lokalisiert sind, wo das Milieu — Acidität, 
Tage der adsorptionsfähigen (kuppen des Plasmas usw. -- ihnen speziell günstig und 
durch die osmotischen Verhältnisse der Umsatz der Zwischenprodukte, wie in einem 
Betrieb mit Arbeitsteilung, passend organisiert ist*. Werden diese organischen Zu- 
sammenhänge durch gewaltsame Eingriffe zerstört, so wäre die Wirkung selbst dann 
auf einen Bruchteil reduziert, wenn alle Knzymkomponenten in unbeseliädigtcm Zu- 
stande in ursprünglicher Menge vorhanden wären, wie dies in einem idealen Macerations- 
saft der Fall sein müßte, der dennoch nie die Menge frischer Hefe, aus welcher er 
gemacht wurde, ersetzen können wird. Bei der Trockenhefe ist diese geordnete Funk- 
tion der organisierten Zymase durch den Wassermangel lahmgelegt und sicherlich 
ein gewisser Teil des tlnzymbestandes irreversibel zerstört. Da der Zellinhalt aber 
im trockenen Zustand fixiert ist, kann es nicht einmal zu einer zwar geschwächten 
und ungeordneten, aber wenigstens freien Kooperation der Tcilenzymc kommen. 
Deshalb kann Trockenhefe als solche nicht gären. 

Experimenteller Teil. 

Hefetrocknung. 

Um die Gärungen verschiedener Trockenhefen, deren Unterschiede und deren 
Gemeinsamkeiten kennen zu lernen, verglich ich eine Brauerei- mit einer Bäckerei- 
hefe und variierte die Bedingungen der Trocknung in weitgehendem Maße. Es gelangte 
Unterliefe von der Münchener Löwenurauerei zur Verwendung, ferner käufliche 
Bäckerhefe von Sinner A.-G. in Grünwinkel b. Karlsruhe, sowie ein „Florylin" ge- 
nanntes Trockenpräparat. 

[11] Die untersuchten Trockenhefen wurden nach den folgenden Methoden dar- 
gestellt : 

Die Hefen Nr. 3, 3a, 4 und 6 wurden in etwa 5111111 hoher vScliicht auf poröser 
Unterlage (Filtrierpapier; vgl. F. Havduck und O. Bueee*) ausgebreitet, 3 und 3a 
bei Zimmertemperatur, 4 und 6 bei einer Temperatur von 30 bis 35'^. Die Trocknung 
erforderte 48 bis 72 vStundeii. Die Temperatur der Trocknung scheint für die Gär- 
kraft der Trockenhefe nicht so wesentlich zu sein, wie sie es für die Gärkraft der aus 
den Trockenhefen bereiteten Macerationssäfte ist. 

Die Hefen Nr. 5 und 5 a wurden im Faust-Heimschen Apparat 6 Stunden lang 
einem lebhaften Uuftstrom von 28 bis 35 ausgesetzt. Die Trocknung war nicht sehr 

* Eine ähnliche AiivSchauung äußerten kürzlich H. Hakiin und II. Sciiii'FEkdkcker, 
a. a. O. vS. 264. 

*) Wochenschr. f. Brauerei Bd. 29. S. 489 [1912]. 
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radikal, so daß die Hefe nach einigen Wochen einen säuerlichen, verdorbenen Geruch 
aufwies. Bei manchen Acetonhefen wiederholte sich diese Erscheinung. 

Die Hefen Nr. 7 und 8 konnten dank dem freundlichen Entgegenkommen der 
Versuchsanstalt der Krause A.-G. in München unter der Eeitung von Dr. Siggens 
nach dem Krauseverfaliren getrocknet werden ^ Bei einem Versuch wurden beispiels- 
halber 3 kg Hefe von 30% Trockengehalt mit Was.scr auf 18 1 verdünnt, diese 5proz. 
Eösung wurde im Verlauf von etwa 4 vStunden in die durchschnittlich 5ogrädigc 
Luft der Trockenkammer zerstäubt. 

Zur Darstellung von Nr. 9 wurden 500 g l'rischhefe innerhalb 20 Minuten mit 
4 1 Aceton versetzt, so daß dessen Konzentration bei der Vermischung mit dem Zell- 
saft erst allmählich wuchs. Das hellgelbe Produkt wurde abgenutscht, mit Äther 
gewaschen und in dünner vSchicht auf Eiltrierpapicr getrocknet. Die Dauer der Aceton- 
behandlung erwies .sich als irrelevant. 

Nr. ga. Um noch milder zu verfahren, wurde die Hefe vor dem .snkze.s.siven Acetonzusatz 
mit W'asser auf da.s Doppelte verdünnt und .so leicliti-r durchmi.sclibar gemacht. 

Weniger .schonungsvoll als diese beiden Darstellungsweisen [12] ist die Vorschrift 
von R. Aebkrt, E. Büchner und R. Rapp’), nach welcher die Trockenhefe Nr. 10 
(largestcllt wurdn. Die Hefe wurde sofort in den 6- bis lo fachen Überschuß von 
Aceton eingetragen. Die Gärung mit Hefe 9 und 9a weist keinen erheblichen Unter- 
schied auf, dagegen ist die Differenz zwi.schen 10 und 9 deutlich wahrnehmbar. 

Nr. II, ,,Flor}din“, wird nach dem OlhaverscheiU) oder einem ähnlichen technisch 
gebräuchlichen Verfahren hergestellt. Das Präparat war 7 Jahre alt. 

Mangelhafte Zerteilung der Frischhefe führt bei den langsameren Trockenmethoden 
(Nr. 3 bis b) zur Knollenbildung. Innerhalb einer schnell getrockneten Kruste ent- 
stehen autolytische Herde, da das einge.schlo.s.sene Was.ser nicht abziehen kann, und 
so bildet sich ein heterogenes, zum Teil enzymatisch ,, angeätztes'' Produkt; durch 
Absiebeii der größeren Knollen kann dies einigermaßen gutgemacht werden. 

Um eine feine Verteilung der Hefe zu erreichen, wurde versucht, die Hefe, wie 
es H. P. Barendrecht b empfiehlt, mit Kieselgur zu verdünnen (Nr. 3a und 5a). 
Diese Behandlung zeitigte keinen einheitlichen Erfolg. Allzu feine Verteilung der Hefe, 
wie sie beim ' Krau.severfahrcn erzielt wird, beeinträchtigt die Haltbarkeit, da die 
große Oberfläche Oxydation und Feuchtigkeitsaufnahme begümstigt. 

G ä r b e s t i in m u 11 g. 

Der Verlauf der Gärung wurde volumetrisch nach den Angaben von R. WiEE- 
st.\tter und \y. vSTEiBET/rb beobachtet. Die Gärkölbchen wurden in einer mittels 
Wasserturbine betriebenen vSchüttelvorrichtung in einem Thermostaten von 30 dz 
befestigt. Gummi.schlauch wurde im \'akuuni mit geschmolzenem Paraffin imprägniert. 
Mit einem möglichst kurzen vStück davon wurde das Gärkölbchen und das Queck- 

^ Z.S. f. aiigew. Chcin. Bd. ,^5. S. 533 [1922J. 

9 Chem. Ber. Bd. 35, vS. 2376 [1902]. 9 D. K. P. 257176. 

9 Zs. physikal. Cheni. IM. 49, S. 465 [1904J. 

9 Die.sc Zs. Bd. 115, vS. 21 1, und zwar S. 222 [1921J (Abli. 6 j). 
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silbergasometer verbunden. Dessen Übcrlaufv(3rrichtuiig war [13] durch ein Gewinde 
genau auf den Quecksilberspiegcl des Hauptgefäßes einstellbar, so daß die Ablesungen 
auf ±7^ genau waren. 

Das theoretisch iiiügliche Volumen CO2 wurde jeweils aus Druck und Temperatur 
berechnet und schwankte in engen Grenzen um einen Mittelwert von 290 ccm aus 

1 g Hexosc. Die von Willstättkr und Stkibevj' gegebene Definition der ,, Halb- 
gärzeit"* wurde dem vorliegenden Thema durch Verfünffachung der angewandten 
Hefentrockensubstanz von 0,2 g auf r,o g angepaßt. Diese Menge Trockeiihefe wird 
mit I g Zucker in 20 ccm COz-gesättigten Wassers zur Reaktion gebracht. 

Um diesen Gäramsatz zu den quantitativen Angaben der Uiteratur über Trocken - 
hefegärung in Beziehung zu setzen, sei folgendes angeführt: Bei den von E. Büchner^ 
am häufigsten angewandten Proportionen — 4 g Trockenhefe, 8 g Rohrzucker, 20 ccm 
H2O — ist die hohe Zuckerkonzentration der Gärung abträgliche Hs kann bei diesem 
Ansatz nie zu einer vollständigen Vergärung des Substrates kommen und so begnügt 
sich dieser Autor mit der Angabe des Gesamtumsatzes nach i, 2, 3 . . . Tagen; es 
erscheint indessen vorteilhafter, Enzymmengen mittels der Unisatzgeschwindigkeit, 
nicht mittels des Gesamtumsatzes zu messend Überdies sind große Hefenkonzen- 
trationen nicht geboten, da sie bereits die Maceration begünstigen; die.ser Effekt 
nimmt mit der Hefenkonzentration .schnell zu, wie A. v. EebedKW für die Ansätze 
1:6 bis 1:2,5 zeigt. Die.ser .schwer kontrollierbare Einfluß bleibt am besten dadurch 
ausgcschaltet, daß man nie mehr als 10% Hefe anwendet. 

Zur technischen TriebkraftbcstimniungS die allerdings, wie der Name aussagt, 
kein Maß der Gärung allein bringen will, [14] .sei bemerkt, daß zu kleine Hefemengen 
infolge ihrer starken Vermehrung die Hefekonzentration zu einem inkonstanten Faktor 
machen. Immerhin ergibt diese Bestimmung ein bes.seres Fermentmaß als die Buch- 
nersche, indem sie den Umsatz in einem enger begrenzten Zeitraum (2 bis 6 Stunden) 
zur Grundlage hat. 

Am besten sind die Versuchsansätze von H. v. P)ueer‘) und von E. Abderhaeden^) 
mit den vorliegenden vergleichbar. Die kontinuierliche Beobachtung in diesen Serien 
gestattet auch die Kon.struktion von Gärung.skurven und die Interpolation von In- 
duktionsperioden. Hierdurch wird die liier vorgeschlagene doppelte Charakterisierung 
von Trockenhefen ermöglicht. 

' a. a. 0. S. 2 ](). 

^ K. u. II. Buchnek und M. Hahn, Die Zyiiia.segärung, Äliinclieii j^oj; vgl. auch F. Hav- 
UUCK und II. IIAKIIN, Bioelieni. Z.s. JM. 128, S. 568 

^ Vgl. A. vSj.ator, Journ. Cliein. Soe. Bd. Sq. S. 128 [k^oOJ. 

A. v. EkbEdKW. Ann. Inst. Fa.st. Bd. 26, vS. 8, und zwar vS. 13 [1012]. 

5 Nach F. Hayduck und M. BueeE, Wodiensdu:. f. Brauerei Bd. 2q, vS. 489 [1912]: (ebenso 
wie der Budiner.sdie An.salz zum Vergleich auf 20 ccm umgeredmet) 0.2 g Trockenliefe gegen 

2 g Zucker. 

*) H. V. Eue1’:r und S. KueebERG, Die.se Z.s. Bd. 73, S. 92 [lonj: ^^-5 Biid 1,0 g Urocken- 
hefe; 1 und 2 g Zucker. — H. v. KuEER und K. Myrb.vck, Die.se Z.s. Bd. 117, vS. 27 [kdi]: ö,i bis 
0,8 g Trockenhefe, 0,8 g Zucker. 

h E. AbüERIUEDKN und A. Fodor, Ferineiitfor.schuiig Bd. 5, S. 138, und zwar S. 147 
[1921]: 0,4 und 0,8 g Trockenliefe gegen 0,8 und 1,9 g Zucker (alles auf 20 ccm bezogen). 
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Um eine Gärung frischer Hefe mit einer nach der veränderten Halbgärzeitsdefini- 
tion angesetzten Trockenhefegärung in Beziehung zu bringen, mußte die sonst an- 
gewandte Menge von i.oog lebender Hefe von 20 bis 30% Trockengehalt ungefähr 
vervierfacht werden. Zwischen diesen Konzentrationen ist die Gärkraft der Ferment- 
menge noch proportional, wie der folgende ,, Brücken“ versuch zeigt: 


Löwenbräuhefe ( 207 :% Trockengelialt) i g Glucose, 20 ccm, 


liefe 

Trocken- 



Minuten 


Iriscli 

substanz 

5 

15 

25 3.1 40 

50 150 

O. 7 Ö g 

1 i 

0.20 g ' 

7 

1 16 

24 1 29 i 38 

46 1 145 ccm COj 

3.7‘^ g 

! i.(x>g 

24 

1 70 

120 147 197 

230 234 ccm CO; 


Halbgärzeit 150 Minuten, für die fünffache Konzentration der Trockenhefe- 
definition 30 Minuten - 7.5 biervon. 

Als Substrat gelangte stets Glucose zur Verwendung, um die enzymatische 
Reaktion möglichst einfach zu gestalten. 


Der Gärungsvcrlauf. 

Wenn man die Kohlensäureentbindung bei einer Trockenhefegärung graphisch 
darstellt, so erkennt man, wie unzureichend [15] die Angabe der Halbgärzeit wäre. 
Nun folgt auf die Dauer der Induktionsperiode nicht bei allen Hefen so unmittel- 
bar ein linearer Gärungsanstieg, daß man beide Daten ohne weiteres beobachten 
und vergleichen könnte. Dagegen erwies es sich als durchführbar und als geeignet, 
die Kurven graphisch zu extrapolieren, indem an die Gärungskurve in ihrem steilsten 
Abschnitt eine Tangente gelegt wird. Deren Neigung ist ein Maß der maximalen 
Gärgeschwindigkeit. Der Abszissenabschnitt von t ~ 0 bis zum Fußpunkt dieser 
Tangente auf der Abszissenachse gibt die extrapolierte Induktionsperiode. 
Unter Verzicht auf eine graphische Darstellung mag man als gutes Maß der endgiltigen 
Gärgeschwändigkeit das Fünffache jener Zeitdauer verwenden, welche die Hefe zur 
Vergärung von 10% der Anfangskonzentration des vSubstrats benötigt, sobald die 
Gasentwicklung am lebhaftesten ist. Die Gesamthalbgärzeit, verringert um diese 
reduzierte Halbgär zeit, ergibt übereinstimmend mit der graphi. sehen Methode 
die extrapolierte Induktionsperiode. 


Für die zahlreichen Gärungen, die mit den oben beschriebenen und mit ähnlichen 
Präparaten angestellt wurden, geben die folgenden Tabellen und Diagramme charak- 
teristische Beispiele. Außer den Daten der volumetrischen Beobachtung finden sich 
für jeden Versuch i. die extrapolierte Induktionsdauer, 2. die reduzierte Halbgärzeit, 
3. die Summe dieser beiden: die Gesamthalbgärzeit, und 4. die Ausbeute in Prozenten, 


berechnet aus dem Quotienten 


reduzierte Ilalbgärzeit 
Ilalbgärzeit der Frischhefe’ 
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96/ 


1 

I. lÄiwenbravitrdhcfc 

i. Sinnerhc-fc 

^ 1 1; Minuten 

70 ' 

2.S 

„ Ö 3«^ 

147 

70 

0 S 50 

^g.50 ! 

240 

2.?5 

145 

230 

Halbgärzeit i 

30 Minuten 

50 Minuten 


IO Minuten extra jx)l. Induktion 
40 Minuten reduz. Halbgär/.eit 


[16] Tab. I gibt normal verlaufene Gärungen der beiden Ausgangsmaterialien für 
diesen Vergleich. ])ie Bäckerciliefe ist infolge der zweitägigen Lagerung ein wenig 
erschöpft und erreicht erst nach einer kurzen Induktion von 10 Minuten ihre volle 
Gärkraft. 


Tabelle 2. Trockenliefegärungen. 




Nr. 3 

3:1 1 

4 

5 

— 

.3 a 

6 

lieb- 



I ,öu enb raucrei lief c 


Siuncrlicfc 

Trocknung 

.0- 

(Kicsclg.) j 

. 3 . 3 '' 

Faust H. 

Fausl-ll. 

(Kicsclg.) 

. 15 ' 

^ 100 Minuten 

18 

24 1 

40 

28 

26 

4 

Ü 200 


57 

64 

104 

72 

i 68 


■5 c 300 


79 

91 ' 

132 

I 1 1 

' 9 S 

53 

8«; 


102 

122 

160 

168 

' 128 

So-'’-“ " 


123 

I 50 

175 

2 I 2 

166 

120 



142 

175 ! 

191 

22 1 

202 

167 

i 460 


- 


— 

— 


244 

^ 520 


220 

2 1 2 

256 

23^^ 

228 

255 

extrapol. 1 
Induktion j 

ö 

80 

1 10 

25 

155 

1 30 

260 









reduzierte 1 








Halbgärzeit | 

c 

339 

230 

250 

125 

I()() 

115 

Gesamt- 1 








Halbgärzeit | 


410 

340 : 

275 

280 

320 

375 

Ausbeute 


g"o 

1 2 "0 

12 ?o 

2.G0 

i6',’ü 

35 “o 
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[17] Die Gärungen der Tab. 2 sind in Abb. i zum Teil graphiseli wiedergegeben. 
Die punktierten Idnien dienen der Extrapolation der Induktionsperiode. Die Ab- 
weichung der tatsächlichen Gärungskurve von dieser Geraden wechselt aus den früher 
angeführten Gründen. Die getrocknete Bäckereihefe Nr. 6 ist mit der Brauereihefe 
Nr. 4 vergleichbar. 


labcllci 3. Weitere Trockeiilicfegäruiigen. 


Stunden 

Xr. 7 

nöwriibräii 

(Krause) 

Sluiulen 

; Siiincr 

1 (Krause) 

1 

j 9 

L,üwenbraucrcihefe 
j (milde Afftonbehandlunj;) 


1 

5 

7 

3 

15 

ü 4 


8 

— 

5 

! 

ö 


»5 

— 

34 

55 

s 

54 1 

t; 

^4 

59 

79 

0 

u 


18 

— 

98 


.s 

105 1 

19 

- 

149 

150 


. 

20 

45 

188 

209 

d 5'/: 

157 ! 

22 

80 

208 


0 

1 






1 

24 

135 

— 

- — 

s 

“35 1 

28 

192 


— 

extrapol, \ 

1 





Induktion J 

' 1 ^ 


1 lOü 

<);o 

<) 9 () 

reduzierte \ 

c ; 





I laibgär zeit j 


— 

310 

1 70 

150 

Gesamt- \ 

ö 





TIalbgärzeit j 

.^25 

— 

1470 

I l.jO 

1 1.10 

Ausbeute 

35 "0 

-- 

1 3 

1 8 % 

20 % 


Die Hefen mit längerer Induktion sind in die Tab. 3 und 4 und in die Abb. 2 
aufgenornmeii. Audi hier ciitsprielit einer Bäckereihefe (Nr. 8) eine auf die gleiche 
Weise getrocknete Brauereihefe (Nr. 7), jedoch war die letztere im Krauseapparat 
keiner so hohen Temperatur ausgesetzt gewesen und zeigt darum besonders gute Gär- 
kraft und relativ kurze Induktioiisdauer. 

l'ür die beiden Hefen der Tab. 4 wurde wegen ihrer vielstündigen Induktion 
der Verlauf der Gärung in den ersten [18] 25 Stunden nach Ansatz des Versuches 



.■\bb. 2. 
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in der Abbildung nicht wiedergegeben. Die Kurvenäste wurden um die entsprechende 
Strecke der Abszisse nach links verschoben und sind auf die untere Zeitskala der 
Abb. 2 zu beziehen. 


Tabelle 4. 


Nr. 

Hefe 

.A.cilnnhefe nach .Vi.nrjKi 
und UuciiNi'.K 

II 

5 vStd. 

CJ ” 

4 

2 


I q 

2 28 .. 


24 

s 

.51 

45 

e '■ 


5 b 

■9 •: 

5.5 

75 

* 50 

0 3 <'^ .. 

J 15 

‘ - 3 

^ 4 ( ) , . j 

^55 . 

20 f) 

45 .. 

198 

, 

extrapol. | 1 



Induktion f S 1 

-M 1 

reduzierte 1 5 

1970 i 

1710 

Ilalbgärzeit j \ 

(lesaiiit- 1 ö 

400 

360 

Ilalbgärzeit ) | 


20/ Ü 

Ausbeute ' 

8% ' 

? 


f ^9] U 11 1 e r b r e c h u n g s v e r s 11 c li e. 

Bei Gäiu ligsversuchen, in denen der Zucker des Gärgutes analysiert werden sollte, 
wurde gleichzeitig mit der Gärprobe ein etwa sfacher Ansatz gleicher Konzentration 
in den vScluittelthcrmostaten gebracht. In den gegebenen Zeitpunkten wurden aliquote 


Tabelle 5. 


Ilde 

Daiu i in 
Stunden 

CO., 

Zuckergehalt 

■■ 1 
(1 = 2 dem) 

0/ 

Zueker- 

defizit 

1. Nr. 10 i 

0 

ü 

: 

5 > 5 ‘^^’ 

HX) 

Ü 


8 

(.) 

0 

5.50' 

1()0 

0 


21 

<55 

2 (; 

1 i-b 5 "' 

51 

40 





i bertr. 

^9 

.}2 


(X)* 

226 

7 -^ 

bertr. 

0 


(;a 

17 

26 

9 

4.7b 

00 

I 


24 

69 

21 

5.07' 

76 

3 


40 

10; 

57 

o.;g'’ 

1 5 

.pS 


4 T .5 

140 

40 



- - 


OU* 

-.53 

' 8() 

0 

0 

20 

V 9 

14,5 

b 3 

22 

bertr. 

61 

17 

(3 fache 

44 1 



1 — 2.0^ : 

p 


Ilefekonz.) 


130 

45 

1 bertr. 

5 

5 f> 

4. ebeaso 

14.5 

28 

10 





(23“) 

51 1 



1 — 0,87 ’ 

p 



oc * / 

90 

3 1 

1 bertr. 

21 

48 


♦ (X) konstanter luidwert. 
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Volumina entnommen, zur Sistierung der Gärung von der Hefe abfiltriert, schnell 
geklärt und darauf reduktometriscli nach Bp:rtrand und polarimetrisch analysiert. 
In den letzten 2 Versuchen der Tab. 5 kam die dreifache Hefemenge zur Anwendung, 
in den ersten beiden die normalen Konzentrationen, je i g Trockenhefe und Glucose 
auf 20 ccm Wasser. Alle Versuche außer dem letzten bei 30 

Aus den COz-Mengen der 3. und 4. Spalte und dem Zuckergehalt der Restlösungen 
(5. und 6. vSpalte) errechnet sich das ,, Zuckerdefizit“. Während in den ersten beiden 
Versuchen nur 20 bzw. 22% endgültig der alkoholischen [20] Vergärung entzogen 
bleiben, wächst bei Vergrößerung der Hefekonzentration dieser Betrag bis auf 50% 
— Zuckermengen, die in beiden Fällen bis ^6 der vorhandenen Hcfetrockensub.stanz 
ausmachen. Durch heftiges Schütteln wurde die Möglichkeit ausgeschaltet, daß dieser 
Effekt durch COz-Retention vorgetäuscht würde. Auch eine Alkalisierung des Gär- 
gutes, welche Kohlensäure verschwinden ließe, kommt nicht in Betracht. Es bleibt 
also nur die eingangs gemachte Annahme übrig, daß die Trockenhefe in noch größerem 
Umfang als die frische Hefe einen Teil des dargebotenen Kohlehydrates als Aufbau- 
substanz verwendet und ihn der Gärung entzieht. 

Induktion und Hefekonzentratioii. 

Aus dem folgenden Versuch ergibt sich, entsprechend den im theoretischen Teil 
gezogenen Schlüssen, daß die Dauer der Induktion von der Hefekonzentration abhängt. 


Hefe 

(.'.hicosc ; ccm COj »ach : 

;$ 


1 42,3 SId. 

lg. 

lg 0 

0 

10 

160 

2. 2 i 

1 5 

12 

! 7Ö 

18; 

3 - 3 1 

I 23 

43 

: 15^ 

177 

- {Lr' 

0,5 0 

0 

; 5 

72 

igt'ünc.) 


: (10) 

(144) 


Und zwar wird, durch die Steigerung der Hefekonzentration die Induktionsperiode 
verkürzt; es kommt schneller zur Bildung der erforderlichen Menge gärfähiger Zellen. 

Daß liicrfür weder die Zuckerkonzeiitration noch deren Verhältnis zur Hefeninenge von 
Bedeutung ist, und daß es bloß auf die absolute Konzentration der Hefe ankomnit, zeigt der 
4. Versuch der wiedergegebenen Serie. Die lange Induktion entspricht dem i. Versuch, der mit 
der gleichen Hefenkonzentration gemacht wurde, nicht dem 2., mit dem der 4. Versuch iin Ver- 
hältnis Hefe: Zucker (2:1) übereinstiniint. 

Inkubation. 

I g Hefe Nr. 4 wurde zur Gärung angCvSetzt, jedoch nach 3 Stunden abzentrifugiert. Der 
erhaltene Bodensatz wurde quantitativ in eine frische Zuckerlösimg gebracht. Als Kontrolle 
wurde eine normale Gärung mit derselben Hefeasorte angesetzt. 

[21] COi-Ent Wicklung in ccm 


nach 

'i .3 

17 

iK ,7 

43 

Inkubierte Hefe . . 

96 

174 ! 

195 

i 225 

Kontrollversuch . . 

! 60 

ro 8 i 

132 

1 232 


Dieser Versuch zeigt, welchen Vorspmng die Hefe durch Vorbehandlung mit 
Zuckerlösung gewinnt. 
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Zerreibuiig. 

Getrocknete lyöwenbräuhefe vom Typus der Hefe Nr. 4 wurde 2 Stunden lang 
mit der 5 fachen Menge Scesand im Mörser zerrieben, so daß im Mikro.skop nur mehr 
vereinzelt Zellen im unzerstörtem Zustand erkennbar waren. Die Gärung dieser 
zerriebenen Hefe wurde mit einer Gärung derselben Hefe in unzerricbenem Zustand 
(unter Zusatz der entsprechenden Menge Seesand) verglichen. Die beschädigte Hefe 
erreichte infolge ihres viel geringeren Gehaltes an lebensfähigen Zellen erst nach einer 
Zeit Gärkraft, während der die normale Trockenhefe bereits allen dargebotenen Zucker 
vergoren hatte. 

Beispiel; i g Hefe, 5 g Seesand, 20 ccm sproz. Olucoselösiuig. 


ccm COi nach i i if >,5 21 Stunden 

zerrieben | 74 I ' -35 

unzerrieben ..... 224 | - i — 


Meinem verehrten behrer, Herrn Geheimrat Prof. R. WihhSTÄmR, in dessen 
Laboratorium diese Arbeit im HerKst 1921 airsgeführt wurde', danke ich für das In- 
teresse und die Förderung, die er mir bei diesen Versuchen angedeihen ließ. 

' Dissertation, München 1922. 
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72. BEMERKUNGEN ZUR KENNTNIS DER TROCKENHEFE. 

Von Harry Sobotka. 

(Der Redaktion zugegangen am j. April i(;2 5.) 


In einer kürzlich erschienenen Arbeit „Zur Kenntnis der Trockenhefe, H“* er- 
innert H. V. KuüKR daran, daß er zuerst 1911 den (ledanken der vollkommenen oder 
teilweisen Bindung der Zyniase an das Brotoplasnia der lebenden Hefe ausgesprochen 
hat. Dies sollte in einer Arbeit ,,Zur Kenntnis der Trockenliefe“b auf die Bui,KR 
anspielt, nicht bestritten werden. 

Dagegen glaube ich den Nachweis für die enger umschriebene Annahme erbracht 
zu haben, daß die Zyniase wirklich ganz und nicht nur partiell mit dem Plasma ver- 
bunden ist und daß sie erst bei der Darstellung zellfreier vSäfte, nicht aber bereits 
bei der Wasserentziehung, enzymatisch freigelegt und löslich gemacht wird. 

W eim man auf den Gehalt der lebenden Zelle an freier Zyniase an.s der Gärkraft des Budiiier- 
.saftes .schließen wollte^ müßte man konseiiiienterweise e minore auch Säfte von großer Gärkraft 
z. ß. den durch die folgenden Zahlen charakterisierten vSaft mit der ursprünglichen Anwesenheit 
freien lüizyms erklären, des.sen ^Menge 1 % (Kt ge.samlen Zyniase weit übersteigt und kaum als 
unbeträchtlich bezeichnet werden kann. 

[92] Gärung von je i g Ghume bei 

A. 1 g Hefe (0,23 g Trockengewicht) in 20 ccm; B. 20 ccm vSaft, entsprechend 6,67 g Trockenhefe. 

Minuten :<> V' V ' ' 7<' os Ilaliwirzeit 


ccm CO: 


A. 

B. 


S(y 145 115 Minuten 

112 140 2.|() 70- 20 (Induktion) 

=- 50 Min. 


Zyma.seausbeute des Saftes liezogen auf frist'lie Hefe 


I I 5 > 0,23 
50 ■: ()/)/ 


Schon Buchnkr hat angesichts der steigenden Zyinascausbeuten bei wieder- 
holter Extraktion des Preßkuchens die Möglichkeit ins Auge gefaßt, ,,daß nicht alle 
in den Hefezellcn befindliche Zyniase sich dort in gelöster lüirin im wäßrigen Zell- 
saft vorfindet, sondern vielleicht erst inftdge des Wasserzusatzes in l.ösung geht"*). 
Leider führte der Versuch einer ähnlichen fraktionierten Gewinnung größerer Zymase- 
ausbeuten aus Lebcdewmacerationen nicht zum Ziel, da hier jenes die Zyniase ,, frei- 
legende" Enzym scheinbar vollkommen in Lösung ist und darum bereits zugleich 
mit dem ensten Saftanteil abgetrennt wird. 

Dessenungeachtet bestehen die übrigen experimentellen Gründe fort, auf denen 
nicht nur der Zweifel an der Exi.stenz freier Zyniase in der Zelle, sondern auch die 


' II. v. Lui.p:r und G. Wicstunc, Diese Zs. Ikl. 140, vS. 164 bis 176 [1024]. 
^ H. vSüBoTKA, Diese Zs. Hd, 134, S. i bis 21 [1(423/24]. 

^ H. V. Huber und G. Westbing, a. a. O., S. i()6. 

*) ,,Die Zyma.segärung“ 1003, S. X8 bis (/j. 
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Auffassung fußt, daß kein prinzipieller Unterschied zwischen der Gärung frischer 
und getrockneter Hefe besteht. Abgesehen von den Erfahrungen mit der Induktions- 
dauer der verschiedenartig getrockneten Hefen, sei auf das aufschlußreiche Verhalten 
zerriebener Trockenhefe hingewiesen, deren Gärkraft durch die Zerstörung der Zellen 
eindeutig geschädigt wirdk Daß die Trockeiihefe bei der Quellung nicht in allen Fällen 
mit der Wiederaufnahme ihres vStoffwechsels ihre Fortpflanzungsfähigkeit sogleich 
in experimentell wahrnehmbarem Umfange wieder ausübt, ist kein [93] Widerspruch 
zu den F^fahrungeii der Biologie an lebenden Zellen. 

Um eine mißverständlichen Deutung meiner Ausführungen über die Wirkung 
von Zellgiftcn auf trockene IlefezelleiU) zu vermeiden, sei bemerkt, daß der direkte 
Vergleich der hemmenden Wirkung gleicher Mengen Narkoticum, z. B. PheiioU) auf 
I g Trockeiihefe und auf i g oder 0,25 g Frischhefe (von einem durchschnittlichen 
Trockengehalt von 25%) unstatthaft erscheint, worauf schon seinerzeit hingewiesen 
wurde. FvULKR bemerkt mit Recht auf vS. 1G9 der erwähnten Arbeit, daß die Trocken- 
hcfezellen wohl nicht durch „kleinere Permeabilität der äußeren vSchicht" geschützt 
sind. Wenn man nun annimmt, daß das Narkoticum seine Wirkung durch Sorption 
an oder Reaktion mit den Zcllbestaiidtcilen ausübt, so muß man Eulkr beistimmen, 
daß der zu erwartende ,, Unterschied in der Verteilung des Phenols zwischen Zellen 
und Fösung kaum zu einer höheren Giftkonzentration in der Trockenhefe führen“ 
kann, wohl aber unter sonst gleichen Bedinguiigcn angesichts der viel größeren Trocken- 
substanzmenge in seinen \ ersuchen zu einer viel geringeren Giftkonzentration und 
darum zu schwächerer Gärungshemmuiig. Ein Blick auf die Eulerschen Zahlen zeigt 
bei Aluvendung von 

0,02 g Phenol auf ; g Trockenlicfe eine durelisdinittlidie Hennnnng nni etwa '/4, 

0,01:; g ,, ..lg Trockeiihefe eine solche von 60 l:)/,w. 20 und 3%, 

0,05 g ..lg frische Hefe (etwa 0,25 g Trockeiisiihstaiiz) um etwa 

0,05 g ,, ,, 0,25 g frische Tiefe (etwa 0,0625 g Trockensubstanz) um "Iü gegenüber den 

entspri'dieiideii Koiilroll versuchen. 

Diese graduellen Unterschiede der hemmenden Wirkung sind leicht und hin- 
reichend mit den von 2 bis 80% der Trockensubstanz wechselnden Phenolmengen 
erklärbar. 

Daß auch bei den Versuchen, die alkoholisdie Gärung durch Zusatz von Forniiat zu ];e- 
schleunigen, die Trockenhefe zurnckziistehen [94] scheint’], mag seinen Grund ebenfalls darin haben, 
daß I g frischer Hefe mit 2 g getrockneter verglichen wird. Auch in dieser Versuclisserie wird, 
bei Annahme einer gleichmäßigen Wrteilung des I'orniiatcs auf die Zellen, der lebenden Zelle 
etwa die 8 fache l\Ienge des Reagens dargeboten. 

M. E. lassen sich aus .solchen Zahlen keine Schlü.sse auf die geringere Empfindlichkeit 
des Gärvermögens von Trockenhefe gegen verschiedene Reagenzien und somit auf die 
Verschiedenartigkeit ihres zymatischen v'^ystems ziehen. 

New York, den 17. März 1925. 


* H. SonoTKA, a. a. (). 2, und zwar vS. 5 u. 21. 

') A. a. 0 ., >S. 6. -) H. V. FuhKR und G. WKSTIJNG, a. a. O., und zwar vS. 167 bis 169. 

'J A. a. 0 ., »S. 1731'. 
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73. EINFLUSS DER ACIDITÄT BEI EINWIRKUNG 
VON HEFE-AUSZÜGEN AUF KONZ. TRAUBENZUCKERLÖSUNGEN. 

Von Richard Kuhn und Georg Ernst v. Grundherr. 

(Aus dem Chemischen Lahoratoriiuii der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Kingegangcn am 8. September 1924.) 

Das synthetische Wirklings vermögen der Knzyme ist von A. Croft Hibb ^ am 
Beispiel der Einwirkung von Hefe-Auszügen auf Glucose entdeckt worden. 
Die Natur des gebildeten Disaccharids ist aber noch umstritten. Ursprünglich glaubte 
Croft Hitr, daß das Reaktionsprodukt Malzzucker sei. Wir halten seine dies- 
bezügliche vSchlußfolgerung nicht nur mit Rücksicht auf die Isolierung von Maltosazon, 
sondern auch im Hinblick auf die Übereinstimmung der Reduktions- und Drehungs- 
werte, die sich von Glucose einerseits, von Maltose andererseits ausgehend ergeben, 
für überzeugend. Nach 0 . Emmerling^ soll dagegen kein Malzzucker, sondern Iso- 
m alt ose gebildet werden, und in einer späteren Mitteilung spricht sich A. Croft 
Hiee^ für die gleichzeitige Entstehung zweier Disaccharide, Maltose und Rever- 
tose, aus. 

Wir haben die Versuche Croft Hiees von neuem in Angriff genommen in der 
Absicht, die präparative Methodik durch Berücksichtigung der von R. Wieestättrr^ 
bei der Darstellung von Maltase-Lösungen aus Frisch-Hefe gemachten Erfahrungen 
zu verbessern und unsere Kenntnisse in kineti.scher Hinsicht durch Berücksichtigung 
der Wasserstoffzahl im vSinnc von vS. P. L. Soerensen 5 zu vertiefen. 

Zur Tvösung der eingangs erwähnten Widersprüche glauben wir durch die Fest- 
stellung beitragen zu können, daß bei wechselnder Acidität zwei Maxiina für die 
G e s c h w i n d i g k e i t d e r R e d u k t i 0 n s a b n a h in e n zu beobachten sind . Mit Auszügen 
aus Ivöwcnbräu- und Sinner-Hcfc fanden wir ein Maximum zwischen 4 und 
p^^ 6, gefolgt von einem Minimum bei />„ 6,5 bis 6,8 und einem zweiten Optimum bei 
P\i 7»3 bis 7,5 (Abb. i). Die starke Abhängigkeit der Reduktionsabnahmen macht 
es verständlich, daß die von früheren Forschern benützten Hefe- Auszüge, die gegen 
Lackmus neutral reagierten, bald das eine, bald das andere Disaccharid in über- 

‘ vSoc. 73, 634 [1898]. * B. 34. 6üo, 3810 [1901]. ^ vSoc. 83. 578 [1903]. 

*' R. WiEESTÄri'ER, 0 , Oppenheimer und W. Stiubeet, II. iio, 232 [1920] {Ahh.61). 

^ Bio. Z. 21, 131, 279 [1909]. 
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wiegender Menge geliefert haben. Denn nach unserer Überzeugung handelt es sich 
uni die Wirkungen mindestens zweier verschiedener Fermente, welche die Bildung 
verschiedener Reaktionsprodukte bewirken. Für die Unabhängigküit beider Wirkungen 
scheint uns vor allem das Verhalten einer von der Zuckerraffinerie Frankenthal 
bezogenen Betriebshefe zu sprechen. Die aus ihr bereiteten Auszüge lassen nur ein 
pjj-Opünmm, und zwar in der Nähe von 5, erkennen. Die in spurenwei.se alkalischer 
DÖsung am besten wirkende Enzymkomponente .scheint dieser Hefe abzugehen (Abb. 2). 

Die Ausbeuten an Disaccharid sind nicht nur von Hefe zu Hefe ungemein ver- 
schieden, sondern sie hängen auch von der Konzentration der angewandten Glucose- 
lösungen in hohem Maße ab. In der Nähe von />„ 5 verläuft die vSynthese in 4oproz. 
Lösung am schnellsten. 

Beschreibung der Versuche. 

I. Ausführung der Versuche. 

Die Hefe- Auszüge wurden in der Regel aus gewaschener, abgepreßter Frisch-Hefe 
mit der 5 fachen Menge Wasser, dem 5% Toluol zugesetzt wurden, unter sorgfältigem 
Neutralisieren mit 2proz. Ammoniak bereitet. Die Kxtraktionsdauer betrug jeweils 
24 Stunden. Die Konzentrationsangaben bei den folgenden Versuchen bedeuten 
g Traubenzucker (Kah^baum, ger.) auf 100 ccm Hefe- Auszug H Phosphat-Gemisch. 
Die wurden colorimetrisch geschätzt. 

lieispiel für einen 40proz. Ansatz mit Grünwinkler Verbaiulshefe (Sinner A.-G.) bei pn - 7,4 ; 
40 g Glucose, 40 ccm Wasser, 40 ccm 2oproz. Hcfe-Au.szug, 5 ccm "'/^-prim.-Kaliiunpliosphat, 
15 ccm «Vis'Sek.-Natriumpho.spliat, 10 ccm Toluol. 

Zur Bestimmung der Reduktion sab nähme 11 bedienen wir uns des Hypo- 
jodit- Verfahrens von R. WibHSTÄTTi?R und G. vSciiudfjG. 

Dem Reaktionsgemi.sch werden Proben von 5 ccm entnommen und mit 5 ccm gesättigter 
vSublünat-I/)sung (gelegentlich 10 ccm loproz. Kaolin-vSuspension) und 10 ccm W'a.sser versetzt. 
Man filtriert in loo-ccin-Meßkölbchen und benutzt 5 ccm bzw. die etwa 0,1 g Traubenzucker 
enthaltende Menge der Lösung zur Mes.sung des Jod Verbrauchs. Die Genauigkeit des \’erfalnens 
beträgt, wenn man für looproz. Überschuß des Oxydationsmittels .sorgt und die zur Xeutrali- 
sation der zuge.setzteii Phosphate nötige Alkalinienge beachtet, ± 0.05 ccm "/lo-Jod, ent.spreeheiid 
0,5 % des gesamten Reduktionsvermögens. 

Im angeführten Beispiel wurden unmittelbar naeli Amsatz des Versuches 12,55 ccm, 
nach lotägigem Stehen bei Zimmertemperatur 11,91 ccm “/lo-Jod verbrauclit. Daraus 
berechnet sich eine Abnahme der Aldehydgruppen um 5,1%, was einer Disaccharid- 
Synthese von 10,2% entspricht. Die Anwesenheit des Phosphats scheint auf die 
Reduktionsabnahmen ohne Kinfluß zu sein. Bei übereinstimmender Was.serstoffzahl 
(/>ji = 4,8 bis 5,0) erhält man mit verd. Essigsäure und mit prim. Kaliumidio.sphat 
in gleichen Zeiten nahezu gleiche Abnahmen des Reduktionsvermögens. Durch 
4sttindige Hydrolyse mit o,5n-vSchwefelsäure im Dampfbade läßt sich der Anfangswert 
des Jodverbrauches wieder erreichen: 

5 ccm eines 20 fach verdünnten, 8 Tage alten Ansatzes mit v^imier-Hefe (40% (ducose) 
verbrauchten 8,68 ccm, nacli, der Hydrolyse 9,20 ccm während der Reduktion.swert zu 

Beginn des Versuches 9,23 ccm derselben Jod-Lösung entsprach. 

' R. 51, 780 [1918]. 



R- Kuhn und (1. E.v.CjRunuiikrR: Kinwirkuug v. Hefe-Auszügen auf Traubenzuckerlüsungoii. 

II. Einfluß der Acidität und der Zuckerkonzentration. 

vSinner- und Eöwenbräuliefe gaben bei 8- bzw. 7tägiger Versuclisdauer 
(20 bis 25") die in Abb. i dargestellten Rcduktionsabnalinien. - 2,5 wurde mit 
einem Gemisch von prim. Phosphat und freier Phosphorsäure, 3,9 mit verd. Essig- 
säure, 4,5 mit prim., /)„ 8,5 mit sek. Phosphat eingestellt. Die bei />„ 4 bis 5 

und bei ^ 7,3 beobachteten Reduktionsabnahmen verhalten sich in beiden Fällen 
annähernd wie 7:5. Dieses Verhältnis gilt jedoch nicht allgemein. Ein Neutralautolysat 
einer 4 Jahre alten getrockneten Probe von Löwenbräu-Hefe lieferte uns bei 24stün- 
diger Einwirkung auf 50proz. Glucose-I/isungen bei 9-5 vSynthese, p^ - 6,8 

0,0% Synthese, /)jj = 7,1 0,7% vSynthese. 

Zu dem mit einem Auszug aus Frankenthaler Hefe ausgeführten Versuch der 
Abb. 2 dienten die nämlichen Phosphat-Gemische; />„ = 5 bezieht sich auf verd. Essig- 
säure. 



Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 


Nicht nur in bezug auf die Geschwindigkeit der Synthese, sondern auch in 
bezug auf das Ausmaß derselben bestehen zwischen den einzelnen Hefen bedeutende 
Unterschiede. Den von A. Croft Hibb angegebenen Endwert von 15% erreichten 
wir wiederholt schon nach 8tägiger Versuchsdauer (verschiedene Lieferungen von 
S i n n e r " und L ö w e n b r ä u - H c f e) . Eine Münchener Bäckerhefe unbekannter Herkunft 
bewirkte sogar in 24 Stunden Reduktionsabnahmen, die 23,1 und 22,8% Disaccharid- 
Bildung ent.sprachen. Die aus den Angaben 0 . Emmerlings berechenbaren Synthesen 
von bis weit über 40% haben wir nicht erreicht. 

Der Einfluß der Zucker-Konzentration, wie er in Abb. 3 dargestellt ist, bezieht 
sich nicht auf Gleichgc wichtswerte. In 40proz. Lösung ist vor allem die Geschwindig- 
keit der Synthese am größten. Wie die nachstehende Tabelle zeigt, sind die Reduktions- 
abnahmen in 20- und Soproz. Lösung den Einwirkungsdauern noch annähernd pro- 
portional, während .sie in 4oproz. Lösung zwischen dem 3. und 6. Tage nur noch von 
5,6 auf 6,4% aiLsteigen. 

Reduktionsabnahme 


diu'O.se 

nach 3 lagen 

nach 6 Tagen 

20 % 

1,9 ?o 

3 . 5 % 

40 % 


6,4 % 

( >C) "0 

1,8% 

3,1 % 

Sf) % 

1,3% 

2,7 % 
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74. ZUR KENNTNIS 

DES TRICHLOR- UND TRIBROM-ÄTHYLALKOHOLS*. 

Von Richard Willstätter und Walther Duisberg. 

(Aus dem Chemischen haboratorium der Bayerischen Akademie der W'issensdiafteii in ^lündieii.) 

(Kiiigej^aiigeii am 1 1 . vSeptem])er 1023.) 

Furfurol und Chloralhydrat sind die ersten Beispiele gewesen, au denen C. J. I4NT- 
np:r, H. J. von TiEbig und H. TÜEkS* die Methode der ph ytocheiiiischen Reduk- 
tion entdeckt haben, die seitdem in den Händen von C. Nkubkkg* und seinen 
vSchülern zu großer und vielseitiger Bedeutung gelangt ist. Diese moderne, feine 
Methode der Reduktion von Carbonylverbindungen ist eigentlich die älteste Reduktions- 
methode der organischen Chemie; ist sie docli das Verfahren für die Reduktion von 
Indigoblau in der Jahrtausende alten Gärküpe. 

Bei Versuchen mit dieser Methode, um den noch wenig untersuchten Tr ichl or- 
al k oho 1 anzuwenden und den noch unbekannten Tribrom-alkohol darzustellen, 
begegneten wir der Aufgabe, die Gärung, ohne welche die Hefe das Bromal nicht zu 
reduzieren vermag, im Gang zu halten bei Gegenwart eines so ausgesprochenen Hefe- 
giftes, wie cs der gebromte Aldehyd ist. Diese vSchwierigkeit ist so behoben worden, 
daß wir den Tribromalkohol in bedeutender Ausbeute gewannen. Allerdings leidet 
diese infolge einer Nebenerscheinung; die Reduktion geht nämlich weiter, auch 
Dibroni-alkohol tritt in nennenswerter Menge auf, möglicherweise auch Monobroni- 
alkohol, den wir indessen nicht isoliert haben. 

Reduktion von Bromal. 

Die Bierhefe ist gegen die Brom Verbindungen so empfindlich, daß es nötig ist 
und doch nicht genügt, Bromal in den (räransatz sehr langsam einzuführen. Die 

* Der Tribrom-äthylalkoliol ist in Erwartung starker narkotischer Wirkung auf gesucht worden. 
Herr Privatdoz. Dr. F. Eichholtz in Elberfeld {D. Med. Wochen.schr. 33, 710 I/927] erkannte in ihm 
ein besonders für rectale Amvendung geeignetes Narkosemittel. Es ist unter den Bezeichnungen ,,E 107“ 
und ,,Avertin‘' zur Amvendung gelangt. 

‘ C. J.Eintner und II. J. v. E iebk;, H.72, 449 [lon]; C. J. Eintnkr und lI.EüERS, 11 . 88 , 
122 [1913]. 

* C. Neubrrg und J. Kerb, B. 46, 2225 [1913] und zahlreiche Abliandlungen aus den 
folgenden Jahren in der Biochem. Zeitschrift. 


■Willstätter, Kn/yme. 
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Reduktion gelang nur dann, wenn die Konzentration von Broinalliydrat mitsamt dem 
entstehenden gebromten Alkohol unter 0,2% gehalten war. 

Die Lösung von 6 kg Zucker in 95 1 Wasser brachten wir mit 2 kg abgepreßter 
untergäriger Hefe in lebhafte Gärung; sobald sie in Gang gekommen, ließen wir unter 
gelindem Rühren während 10 vStunden das Bronial gleichmäßig eintropfen, nämlich 
120 g Broinalliydrat, gelöst in kohlensäurehaltigem Wasser (5 1 ), worin die Verbindung 
weniger leicht zcrsetzlicli ist als in reinem Wasser. Am zweiten Tage, als die Gärung 
anfing, träger zu werden, wurde [2284] sie durch Zusatz von einem weiteren kg 
Zucker belebt. So gelang es, die Hefe 4 Tage in gutem Vergären zu halten. Nach 
einigen weiteren Tagen wurde unter Zusatz von Kieselgur die Hefe abgesaugt und der 
Lilterrückstand mit Äther gut ausgewaschen, andererseits das l'iltrat 3nial mit Äther 
ausgeschüttelt. Die mit Wasser zur Beseitigung von Broinalliydrat oftmals gewaschene 
Ätherlösung hinterließ beim Abdampfen, gegen Ende im Vakuum, einen Rückstand, 
den man am besten nur bis zum Übergehen der ersten sofort krystallisicrten Anteile 
von Tribrom-äthylalkohol unter vermindertem Druck destillierte. Der beim Er- 
kalten erstarrende Rückstand ergab beim Umkry.stallisieren aus Petroläther eine 
Ausbeute von 33,6 g Tribromalkohol (29,5% vom angewandten Bronial). 

Der Vorlauf der fraktionierten Destillation (bis gegen 90" unter ii mm) enthielt 
Dibr 0111 - ät hylalk oho 1 , dem in den ersten Anteilen Monobroni-äth ylalkohol 
beigemischt zu sein schien, während er in den höher .siedenden (von etwa 78° an) 
mit viel Tribrom-alkohol vermischt war. Die fraktionierte Destillation im Vakuum 
lieferte den Dibrom-alkohol genügend einheitlich zur Identifizierung, aber (gemäß 
den gefundenen Werten) nicht analy.senrein. 

(), 1699 g vSbsl. (i. Durst.): (),o.SF5g CO:, (j,()332 g ILO. 0,1650 g Shst. (2. Durst.): 
0,2997 g AgHr. 

CJLOBi':. Rer. C ii,7<s. H j.(/). Rr 7^,41. Oof. C 13,09, II 2,i<S, Rr 77,30. 

Den Dibrom-äthylalkohol hat E. Dkmorr-^ als dicke, zuckersüß schmeckende 
Elü.ssigkeit vom Siedepunkt 179 bis 181° und da 2,35 beschrieben. Das vorliegende 
rräjiarat dc.stillierte bei 70 bis 72“ (unter 10 bis ii mm), besitzt dl 2,33 und ist in 
heißem Was.ser mäßig, in kaltem schwer löslich. 

Sein Ilretliaii bildet Prismen vom Sehmp. 90 bis 91 die in Atlier und in lieißeiii Wu.s.ser 
leicht, in kaltem nur zu etwa 0,6% löslich sind. 

0,1708 g vShst.: 0,2628 g AgRr. - C^H^OiNRr:. Rer. Rr 64,75. tief. Rr 65,48. 

Tribrom-äthylalkohol, CBr3 • CIE • OH. 

Der Tribrom-alkohol krystallisiert in Prismen vom vSchmp. 80"' und siedet 
unter 10 bis ii mm bei 92 bis 94°. Er ist in Alkohol und Äther sehr leicht, in Benzol 
leicht, in Petroläther wann leicht, kalt schwer löslich, in Wasser in der Kälte sehr 
schwer, in der Hitze mäßig löslich. Beim Erwärmen mit Natronlauge wird er unter 
Pmtbindung von Kohlenoxyd zersetzt. 

^ h- 9- 45 [1^76], und zwar S. 50. 



Zur Kenntnis des Trichlor- und Tribroni-älliylalkoliols. gyg 

Sbst.: 0,0557 g CO:, 0.024.} K IliO. — 0,17X2 g vSbst.: 0,0568 g CO:, 0,0196 g H2O. — 
0,1419 g vSbst.; 0,2873 g ABr. — 0.1441 g ,Sbst.: 0.2880 g AgBr. 

C:H30Br,. Ber. C 8,49, H 1,06, Br 84,79. tief. C 8,67. 8,70, H 1,56, 1,23, Br 86.16, 85,05. 

Das Tribroni-uretlian, aus dem Alkohol mit Harnstoffehlorid gewonnen liildet Prismen 
vom Sclmip. 86 bis 87", die 111 Alkohol und Äther sehr leieht, in kaltem Wasser mäßig läslieh sind 

3,774 mg vSbst.: 0,156 ccm N (27", 757 mm). 

C3lT40:NBr3. Ber. N 4.30. Oef. N 4,68. 

Zur Darstellung des Trichlor-ätliylalkoliols. 

Da es uns gelang, bei der Reduktion des Clilorals nach dem Verfahren von 
C. J. Dintnkr und II. LükRvS die Ausbeute auf 70% zu steigern, so beruht die Rildung 
des Trichlor-alkohols nicht auf Disproportionierung des angewandten Aldehyds, sondern 
auf Wasserstoff-Übertragung [2285] aus dem Ziickerzerfall, wie es C. NivünKRG 4 .schon 
aus den hohen Ausbeuten bei phytocheinischen Reduktionen, aus der Bildung opti.sch- 
aktiver Alkohole und aus dem Gelingen der gleichartigen Reduktion von Ketonen 
gefolgert hat. 

Der Gäransatz bestand aus 600 g Zucker in 5 1 Was.scr mit 100 g (abgeprel 3 ter) 
Bierhefe; dazu ließen wir die Lösung von 120 g Dinatriumphosjihat und, als die Gärung 
lebhaft war, 40 g Chloralhydrat in 1 Wasser während -i/.^ Stunden eintropfeii. Ks 
dauerte 4 Tage, bis die Gärung bei gewöhnlicher Temperatur zum Stillstand kam, zu 
gleicher Zeit war das Cliloral aus der Lösung voltständig verschwunden. Wir ])rüfeii 
darauf h indem wir 10 ccm der Idüssigkeit mit 2 ccm verd. Natronlauge versetzen und 
durch eine rasche Wasserdamjif-Dcstillation das aus vorhandenem Cliloral gebildete 
Chloroform übertreiben. Das Destillat wird mit einigen Tropfen 3proz. Resorcin- 
lösung auf 50® erwärmt und mit 2 ccm Natronlauge vensetzt (Probe von vSchwarz^’). 
Man sieht in einer Reihe .solcher Proben im Verlaufe der Reduktion die Rotfärbung 
an Intensität abnehmen. 

Nach der Gärung trennt man von der Hefe ab und isoliert aus der mit Kieselgur 
geklärten Lösung den Trichlor-alkohol, der in Wasser beträchtlich lö.slich ist, durch 
Aussalzcn und erschöpfendes Ausäthern. 

Die p-Nitr()bcnzoylvcrl)indung eiitslclit l)ci Kiiiwirkimg des vSäurcchlorids auf die 
wäßrige Läsiing von Trichlor-alkohol, wobei durch vorsichtige Zugabe von loproz. Natronlauge 
unter Schütteln die Reaktion schwach alkalisch gehalten wird. Prismen, domatisch begrenzt, 
vom Schmp. 71°. sehr leicht lö.slich in Äther und Benzol, mäßig in Alkohol. 

0,1468 g SKst.; 0,2156 g x\gCl. 0,1614 g vSbst.: 0,2340 g AgCl. — 0.17(34 g Sbst.: 7,8 ccm N 
(hb5“. 710,5 mm). 

C9H6O4NCI,. Ber. N 4, (>9. CI 35,68. ('.ef. N 4,84. CI 36,33, 35,87. 

^ P-Äinino-benzoesäure-tricliloräthylc.stcr. Die Reduktion der Nitroverbindung mit 
Schwefel wa.ssersto ff und anderen Mitteln führt leicht zum Äthylester der Amino-benzoesäure. 
Die Chloratome werden gevSchont, wenn die Reduktion mit der berechneten ]\Ienge Amnionium- 
sulfid in alkoholischer Lösung langsam, nämlich bei 2 5 bis 27^", ausgeführt wird. Derl'richlor-e.ster, 
sehr leicht löslich in Äther und Alkohol, mäßig löslich in Petroläther, krystallisiert in feinen, 

■' C. Nruükrg und F. F. Nord, B. 52, 2237 [1919I, und zwar be.sonders vS. 2241. 

Vgl. die Anfsnehung von Chloralhydrat in Lcichciitcilen nach H. Wki-KRS Bkttink und 
w. P. H. VAN DKN DrIKSSKN MARIvIAJW, C. 1906, I, 1906. 

^ Fr. 27, 668 [1888]. 
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seidenglänzenden Nädelclien vom Schmp. 87 ^ Kr zeigt keine bemerkenswerten physiologischen 
Kigensehaften, seine anästhesierende Wirkung ist sehr gering. 

0,1709 g vSbst.: 8.7 eem N (17^ 710111111). - - 0,146.1 g vSbst.: 0,2333 K AgCl. 

C9H802NCK. Ber. N 5,22, CI 39,65. Gef. N 5,30, CI 39,42. 

Carbamidsäure-triehloräthylester entsteht aus äquivalenten Mengen von Ilarnstoff- 
dilorid' und Triehlor-alkohol in trockenem Äther und krystallisiert in Nadeln vom vSchnip. 64 

bis 65°. 

0,1767 g SKd.: 12.25 cem N (23“, 720111111). — 0,1662 g vSb.st.: 0.3700 g AgCl. 

C,H40zNCl3. Ber. N 7,29, CI 55,28. Gef. N 7,39. CI 55,07. 

[2286] Das Tri chlor -ureth an ist in etwa 100 Tin.* kalten Wassers lö.slich, leicht in heißem, in 
Alkohol, Äther und Chloroform sehr leicht, in Benzol leicht, in Petroläther sehr schwer löslich. 

Nach der pharmakologischen und klini.schcn Prüfung^ für die wir Herrn Geheiin- 
rat Prof. W. vStraub und Herrn Prof. A. Haittmann zu Dank verpflichtet sind, hat 
sich das Trichlor-urcthan als ein gutes und harmloses Schlafmittel** erwie.sen, bei 
dem die wirksamen und die toxischen Dosen weit auseinander liegen. 


7 •\Iit überschüssigem Harnstoffchlorid wird der Allophansäure-trichloräthylester 
gebildet, der in Prismen von rhombischem Habitus krystallisiert; vSclimp. 182 bis 183°. Er ist 
in kaltem Wasser und in .\ther .schwer, in Alkohol lei('ht, in Kssigester kalt schwer, warm leicht 
]()slich. 

3,700 mg vShst.: 0,387 ccm N (25". 747 mm). - - 4,058 mg vSb.st.: 7,37 mg AgCl. 

C^H^OjNA'l,. Ber. N 11,89, CI .15,22. Gef. N 11,75, 44.9-- 

* Im Original steht infolge Druckfehlers; ,.in etwa 10 Tin.". 

** R. W ii.rsTÄTTER, M . Straub und A. Mauptmann, Münchn. med. Wochenschr. 69, 1651 
[1922]; C. 1923, 1 , i 196. 

** l:s ist unter dem Samen ..Voluntal"' als Jfypnoticum eingeführt worden. 
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Zeitsclirift für physiologisclie Chemie 115, S. 180 [1921]. 


75. ÜBER DIE SPEZIFISCHE NATUR VON SACCHARASE UND 
RAFFINASE. 

Von Richard Willstätter nnd Richard Kuhn. 

(Mitteilung aus dem Chemiselieii Laboratorium der Bayeriselieii Akademie der Wisseiiseliafteii 

in Mii liehen.) 

(Mit 1 Abbildung.) 

(Der Redaktion zngegaiigen am 20. Aju'il 1021.) 

Bei der Darsttdliiiig von Ilefeausziigen und von Invertin sollte eine der ersten 
Aufgaben die Kennzeichnung der Lösungen und Präiiarate in enzyinatiseher Hinsicht 
sein, also die Untersuchung, welches vSchicksal die zuckerspaltenden Ibizyine der 
Hefe neben der »Saceharase bei der Bildung von J.ösuiigen, von Adsorbaten, von 
Elutionen haben und welche von dicvsen Knzynicu in dem sog. Invertin noch enthalten 
sind. Diese bisher unbeantwortete Frage hängt mit einer zweiten ungelösten Frage 
eng zusammen. Es ist uidx'stimmt, welche enz>niatischen Wirkungen dem Rohr- 
zucker hydrolysierenden Enzym sonst noch zukomnien und welche Fructosid- 
spaltungen anderen spezifischen Ilefeeiizymen zuzusclireiben sind. Da Invertin 
namentlich für Raffinose starkes vSpaltungsverniögen zeigt, nacli E. Bourquklot 
und M. Bridei/ mehr als für (lentianose, vStachyose u. a., so untersuchen wir fürs erste, 
ob Raffinose von vSaccharase selbst oder von einem sjiczifischen Enzym hydrolysiert 
wird. 

Es wird bisher zunici.st angenommen, daß die Hydrolyse von Raffinose und 
Saccharose von demselben Enzym bewirkt [181] werde; E. Fischer*), A. Bau*), 
E. BouRouEEOTb, H.E. Armstrong’), C.S. Hudson") vertraten diese Auffassung. Sic 

' Compt. rend. Bd. 152, vS. lofx) [loii]. 

‘) K. I'isciiKR mul W. Nieuki,, vSitzungsber. d. prcniü. Akad. iSc/i. S. 73; L. b'iscm-.R, Dic.sc 
Zeitsdir. Bd. 26, vS. 60 [i 8 g 81 . 

L Wodieiisdir. f. Braumd Bd. 17, S. 0<>8 [igoo]. 

b Jourii. Pharm, d Chim. (0) Bd. 16, vS. 578 [1002]; K BoT'KorKi.oT und M. BridJ';]., Compt. 
rend. Bd. T4Q, S. 361 [tqoqJ und Bd. 152. S. 1080 [loiij. 

b H. IC Armstrong und W. II. ('.covivR. Proc. Roy. vSoc., IC Bd. 80, S. 312 [looS]; sidic 
aiidi IC IC Armstrong, The sinuile Carbohydrates and the Glucosides, 3. Aull., London 1919, 
vS. III. 

b Journ. Am. Chem. Bd. 30, vS. 1566 [loniJ; C. vS. Hudson und T. vS. IIarding, Journ. 
Am. Chem. Soe. Bd. 37, S. 20)3 [1015]- 
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gründet sich darauf, daß die Saccharose ein Bestandteil des Raffinosemoleküls ist. 
Damit lassen sich aber Beobachtungen über tierisches Invertin nur unter der Voraus- 
setzung in Einklang bringen, daß es verschiedene Invertine gibt. Nach W. Pautz 
und J. \'oGEr/' und E. Bischer und W. Niebee^ wird durch den Dünndarm des 
Hundes und des Pferdes die Raffinose nicht gespalten. ,,Das Rohrzucker spaltende 
Enzym des Dünndarms ist also" — nach E. Kisciier und W. Niebee — , .zweifellos 
mit dem Invertin der Hefe nicht identisch." Für die.se Folgerung entfällt die vStütze, 
wenn sich die Hydrolyse von Rohrzucker und Raffinose auf verschiedene Enzyme zii- 
rückführen läßt. 

F)s genügt aber nicht, mit E, Fischer in verschiedenen Organismen verschiedene 
Invertine und verschiedene Maltasen anzunehnien, auch mit dem Vorkommen ver- 
schiedener Hefeinvertinc und verschiedener Raffinasen in Hefen müßte man rechnen. 
P. Eindner ^ hat nämlich gefunden, daß Monilia candida Hansen und eine gewisse 
Hefe (Nr. 602 aus Danziger Jopenbier) Rohrzucker vergärt, Raffino.se aber unversehrt 
läßt, daß andererseits vSchizosaccharomyces octosporus Beijerinck und Hefe Nr. 37 
(aus einem sizilianischen Traubenmost) Raffinose, aber nicht Rohrzucker vergärt. 
[182] Zu anderen Anschauungen kam H. Bierry’) in seinen Untersuchungen über 
die zuckerspaltenden Enzyme wirbelloser Tiere. Er nimmt neben dem Rohrzucker 
spaltenden Invertin ein auf alle d-l'ructoside, also auf vStachyose, Gentiano.se, Raffinose 
und auch auf Rohrzucker wirkendes Enzym, die Eävulo])olyase, an. Es soll sich nicht 
um ein besonderes Ferment, sondern „um eine vSpecics derselben Gattung Invertin" 
handeln, „weil in allen Fällen, wo wir einen auf die genannten Polyosen aktiven Ver- 
dauuiigssaft angetroffen haben, derselbe auch Saccharose zu invertieren vermochte." 
Diese Anschauung wird indessen den Angaben P. Uindners iiber Schizosaccharo- 
myces octosporus und Hefe Nr. 370 nicht gerecht und läßt auch die Mitteilung von 
E. Marino und G. Fiorentino ■) unberücksichtigt, daß von den Enzymen des Malzes 
Raffino.se ganz abgebaut (also über Melibiosc liinweg), Rohrzucker aber nicht ange- 
griffen wird. 

Um die W'irkung des Invertins auf die beiden Zucker zu vergleichen, ermitteln 
wir Vergleichszcitwerte für Saccharasc und Raffinase unter den Bedingungen der 
Maltasebe.stimmung von R. Wieestätter und W. Steibeet ^). Dieselbe Enzymmenge 
im nämlichen \ä)lumen Jyösung wirkt bei 30"'' auf ä(pnvalente Mengen der Zucker ein, 
mit der Besonderheit, daß für jede einzelne Hydroly.se die o])tiniale Was.ser.stoffzahl 
einge.stellt wird. Für die Raffin().sesi)altung finden wir das Wirkungsoptimum wie für 
die Rohrzuckerhydrolyse bei />„ 4 bis 5. Eine Anzahl von Irivertinpräparaten, 

deren Reinheitsgrade z. B. durch die Zeitwerte 4,8 bis 0,86 nach C. O’vSueeivan und 

Zeit.selir. f. Biologie Bd. 32, vS. 304 [j 8 o 51. 

' Sitzung.sber. d. prenß. Akad. 1896, S. 73. 

^ Wocheii.sdir. f. Brauerei Bd. 17, S. 713 [1900]. 

') Compt. rend. Bd. 148, >8. 949 [1909]; Bioeheiii. Zeitselir. Bd. 43, vS. 315, 426, 436 [1912]. 

Ü Oazz. chiiii. ital. Bd. 36, 11, S. 395, und zwar S. 409 [1906]. 

Die.se Zeit.selir. Bd. 111, vS. 157, und zwar vS. 169 [1920] {Abh.62). 
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F. W. Tompson und nach H. v. Eui.er ausRedrückt werden, ergeben für den 
Quotienten 

Zeitwert für Raffinase 

Zeitwert für Saccharase 

genau übereinstimmende Werte, nämlich 11,3. Daraus folgt, daß v^accharase und 
Raffinase, wenn es sich um zwei Enzyme [183] handelt, in den Döslichkeitsverhält- 
nissen, in der Beständigkeit und im Verhalten gegen Adsorptionsmittel die grüßte 
Ähnlichkeit zeigen und keine Handhabe zu irgend einer Eraktionicrung bieten. iCs 
steht damit wesentlich anders bei den übrigen zuckerspaltenden Knzymen. Zum 
Beispiel verschwindet Maltase aus neutralen Hefeauszügen nach einiger Zeit durch 
Zersetzung, während Melibiase dem Invertin durch eine große Reihe von Operationen 
zu folgen vermag und manchmal noch in Invertinpräparaten von hohtu Reinheit 
enthalten ist. 

Das Verhältnis der beiden enzymatischen Hydrolysen ist schon früher von 
H. K. Armstrong und vV. H. Gi.ovkr' bestimmt worden. Ihre Arbeit, die eine 
andere Absicht verfolgt als die vorliegende Untersuchung, bringt nicht einen Vergleich 
der Wirkungsquotienten mit verschiedenem enzymatischen Material ; sondern 
H. E. Armstrong und Glover ließen nur eine nicht näher bestimmte Invertin- 
lösung, noch ohne Berücksichtigung der Wasserstoffionenkonzentration, auf die 
beiden Zucker einwirken, um aus dem Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten 
wie aus der verschieden raschen vSi)altung der Zucker durch Mineralsäuren vSchluß- 
folgerungen auf die sterischen Verhältnisse im Zuckerniolekül zu ziehen, von denen 
seine Hydrolyse abhängt. Armstrong und Glover fanden mit käuflicher Raffinose 
das A'erhältnis i :3,8, mit gereinigter i :5,4 für die Zeiten 5oi)roz, Hydrolyse von Rohr- 
zucker und Raffinose. 

Mit den Zeitwertquotienten der Invertinpräparate vergleichen wir das \’erhältnis 
der beiden enzymatischen Wirksamkeiten an Hefen selbst, und zwar an melibiasefreien, 
also obergärigen Hefen, da durch einen Gehalt an Melibia.se die Bestimmung gestört 
würde. Zwei Brennereihefen, die in ihrem Enzymgehalt weit differieren, eine dänische 
und eine österreichische, gaben fast den gleichen Quotienten, nämlich 5,1 und 5,4, 
also Werte, die sich vom Wirklings Verhältnis der Präparate wesentlich unterscheiden. 
Daraus allein wäre schon zu .schließen, daß trotz der l’bereinstimmung von Präparat 
zu Präparat Saccharase und Raffinase verschiedene Phizyme sind. 

[184] Dies ergibt sich noch deutlicher beim Vergleich verschiedener Hefen, also 
nach denselben Methode, mit der R. Willstätter und W. Stkibelt in einer voran- 
stehenden Arbeit die Nichtidentität von Maltase und ^x-Glucosidase nachgewiesen 
haben. Die reine Brennereihefe Ra.sse XII des Berliner Institutes für Gärung.sgewerbe 
gab z. B. den Quotienten 12,3, in ihr i.st also, auf die.selbe Menge Saccharase bezogen, 
fast 2,5 mal weniger Raffinase enthalten als in den schon angeführten Oberhefen. 

‘ Pnx'. Roy. vS(K\, Ser. B, Bd. 80, S. O- [1908]. 
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JJie >Spaltung des Rohrzuckers und der Raffinose ist also spezifischen Enzymen 
zuzuschreiben. Es wäre noch möglich, daß der Rohrzucker nicht durch Saccharase 
allein, sondern außerdem noch durch Raffiiiasc hydrolysiert würde, also von einer 
LävulopüK asc im vSiiinc von Bikkry, allein das Vorkommen von Hefen, die Raffinose, 
aber nicht Rohrzucker vergären, macht diese Anschauung sehr unwahrscheinlich. 

Da unsere be.sten Invertinpräparate (z. B. das Präparat Nr. 2 der Tab. 4 vom 
Zeitwert 0,86) auch andere höhere Zucker, z. B. Stach yose spalten, so wird durch ver- 
gleichende Be.stimniungen der Wirkungsquotienten, z. B. der Raffinasc und Stachyase, 
zu entscheiden .sein, ob die IIydroly.se der höheren l'ructoside ein spezifisches Enzym 
für jeden einzelnen Pall erfordert. 

Die Kennzeichnung einer Hefe in enzymatischer Hinsicht ist durch die Vergleichs- 
Zeitwerte ihrer wichtig.rteii enzymalischen Fähigkeiten gegeben, z. B. : 


Zciturrl für: 

M.-iUasc 1 

A-Gliiai- 

.siilasc j 

.Sacdiarasc 

1 

j Kaffinast’ 

Däiii.selie 01 )erliefe (21. H. 21) 

162 ' 

2^2 

0,52 

: -^^5 

Berl, Hefe .YII (26. II. 2]) 

227 ! 

225 

l ,26 

15.P 

15 erl. Hefe M (26. I.21) 

13100 1 

OÜ 

2.O2 

10,7 


Das Verhältnis dieser Zeitwerte erlaubt natürlich keine Schlußfolgerung auf das 
\ erhältnis der Hcngen der entsprechenden Enzyme. Aber da die Enzyme, wie aus 
den bekannten Reaktionsgeschwindigkeiten hervorgeht, in weit höherem Maße 
[185] spezifische Reagentien für den Polyosenabbau sind als die Mineralsäuren, so 
werden keine so großen IJntersehiede zwi.schen Älenge und Wirkung auf verschiedene 
Zucker Vorkommen wie bei den Säuren. Nach den luitersuchungen von E. 1 '. Arm- 
strong und R. J. Cat.dwktx* über ,,The sucroclastic action of acids as contrasted 
with that of cnzyines“ wird die relative Leichtigkeit, mit der die Spaltung durch 
Säuren erfolgt, durch folgende Zahlen ausgedrückt: 

I für Lacto.se, 1,27 für Maltose, 0,17 für Y-Methylglucosid, 1240 für Rohrzucker, 
1040 für Raffinose. 

Gleichen h\'drolytischen Wirkungen auf die einzelnen Zucker werden nicht ent- 
fernt so verschiedene Konzentrationen der Enzyme wie der Mineralsäuren entsprechen. 

Bcstimmungsmethode. 

Die Spaltung der Raffino.se in Melibiose und Irtuctose verfolgen wir polarimetrisch. 
Gemäß den für die Bestimmung von Invertin und Maltase aufgestellten Bedingungen 
wird als Zeitwert die Anzahl Minuten ermittelt, welche 0,5 g Trockengewicht von 
Plefe oder Enzympräparat brauchen würden, um bei 30'' und optimalem in 25 ccm 
2,061g CisIEiOjö • 5 HzO zu 50% zu spalten. Die vollständige Hydrolyse liefert 
2,5proz. Fructo.selösung. Die günstige Wäisser.stoffzahl ( 4,5) wird durch Zusatz 

von I ccm 20proz. NaH2P04-Lösung eingestellt. 

‘ Pnjc. Roy. vSoc.. Ser. B, Bd. 73, S. 526 [loo.jj und Bd. 74, S. 195 [lOf'.G- 
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Die Raffinosc hatte uns teils Herr Prof. Dr. Ddm. O. von I^ppmann in Halle a. vS. 
und teils die Direktion der Zuckerraffinerie Hildcslieini in freundlichster Weise zur 
Verfügung gestellt. Das Präparat gab in 8proz. J/)sung übereinstininicnd mit den 
Angaben der Diteratur [aJJ" == d- 104,4 Im 2-dni-Rohr beträgt die Anfangsdrehung 
der Bestimmungslösung (nach Verdünnen wie im Versuche mit Vi Vol. 2n-Sodalösuiigd 
13,71'', nach der vSpaltung in Melibiose j- Fructose [186] 7,1<S“. Bei Verwendung 
von untergärigen Hefen und von Enzymj^räparaten aus ihnen kann die Melibiose der 
weiteren Hydrolyse durch die von E. P'ischkk und P. Finunkr') sowie von A. BAUd 
entdeckte Melibiase anheimfallcn; für die vollkommene Aufspaltung in h'ruetose, 
Glucose und Galaktose bereehnet sieh der End wert der Drehung auf -1 1,70 ". 

Ein melibiasefreies Invertinpräparat vom Zeitwert 4 diente zur Bestimmung 
der geeigneten Wasserstoffionenkonzentration. l)ie folgende Tab. i zeigt, daß ein 
breites Gebiet von 4 bis 5 optimal ist und daß der günstigste Punkt mit dem Opti- 
mum der vSaecharasewirkung^) praktisch zusammenfällt. 


E. MiciiAP:rj.s und H. Davidsühn*^) haben in ihrer exakten Untersuelumg über 
,,Die Wirkung der Wasserstoffionen auf das InvertiiG angenommen, ,,(laß bei jeder 
der o])timalen Wasserstoffzahl nicht entsprechen- 
den Acidität nur ein Bruchteil des vorhandenen 
Ferments in wirksamer Form zugegen ist". 

Die Kurve, welche diesen Bruchteil (7 :0) 
als Funktion von — log[rr] darstellt, wird 
neuerdings von L. Miciiari.is und 1 \ 1 . Rothstkin ') 
als Dissoziationsrestkurve einer vSäure [187] be- 
trachtet, die aus Invertin -|- i Mol. vSaceharose 

besteht. Es wäre daher eine andere Abhängigkeit der Ralfinosespaltung vom p^ 



sogar für den Fall zu erwarten, daß sie durch vSaeeharase selbst bewirkt wird, da 
ja die Dissoziationskonstanten der Verbindungen aus ein und demselben li^nzym mit 
verschiedenen >Substraten ungleich sein sollten. Die nebenstehende Abbildung zeigt, 
daß der logarithmische Parameter unserer Kurve etwa • — 6,8 beträgt, nahezu über- 
einstimmend mit den genauen Messungen von Michaelis, der für Saeeharase - 6,7 
fand. Dagegen ist der langsame Abstieg der Kurve im stärker sauren Gebiet auf- 
fallend. 


' Ebenso wurde die Restimiiiuiigslüsuiig für Saccliarase zum vSistiereii mit '/4 b<>'la 
versetzt; da in der voraiisteheudeii Arbeit von Wii.lsT.ViTIvK und vSTranivi.T iiiit vS(xla 

verdünnt wurde, sind die Dreliuiigsabiialiuieii in den lieideii Arbeiten nicht übereinstimmend. 

6 Wochenselir. f. Brauerei Bd. 12, vS. 059 li«o5h die.ses lüizym liat allerdings E. Flsciikr 
als identisch mit Multa.se betrachtet (Diese Zeitschr. 1 hl. 20, vS. (x). und zwar vS. <S() [ 1 SpS]). 

') Wochenselir. f. Brauerei Bd. 12, vS. 1062 [1^(15] und Bd. 20, vS. 5O0 u. 575 [looG* khe- 
mikerzeitg. Bd. m, yS. 187^ (i8oO- 

h vS. P. b. ySÖRKNSKN, Biocheni. Zeitschr. Bd. 21, vS. 131. und zwar vS. 25O [loooj; L. MI- 
CHAELIS und H. Davhxsohn, Biocheni. Zeitschr. Bd. 35, vS. 386 Iioii]. 

0 Biocheni. Zeitscln*. Bd. 35. S. 386 [nnO- 
h Biocheni. Zeitschr. Bd. iio, v^. 217 fio-’^d- 
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Tabelle i. 


Wirkungsoptimum der Raffinase. (30^’; Puffer: Sörensensclie Standardlösungen.) 


Puffer 

(2,5 ccm auf 25) 

1 

Pii 

• (unge- 
, nähert) 

1 nach qo Minuten 

1 nach 120 Minuten 

Drehungs- 

abnahme 

Spaltung 

% 

Drehungs- 

abnahme 

vSpaltung 

0/ 

2,2 ccm 0,1 mol. Na-citrat \- 7,8 ccm 0,1 11-HCl . 

! 1.5 

3.09 

47.5 

3.69 

^6,6 

3,5 ccm 0,1 mol. Na-citrat 1 6,5 ccm 0,1 11-HCl . 

' 2 ,S 

3.64 

55.8 

4.17 

64,0 

4,0 ccm 0,1 mol. Na-citrat f O.o ccm 0,1 n-HCl . 

3 -<-) 

3.84 

58,9 

4.46 

68,4 

5,6 ccm 0,1 mol. Na-citrat ! 4,.^ ccm 0,1 n-HCl . 

4.0 

4.13 

63.3 

4.71 

72,2 

JO ccm *'/<; Na-acetat + 5 ccm «/<; K.s.sigsäure . . . 

5.0 

4,18 

64,1 

4.83 

74.0 

1,2 ccm mol. Na.HP04 1 8,8 ccm V, ^mol. KII-PÜ4 

6,0 

3.83 

58,7 



3ccm 7i5mol.Na2HP04 |-7ccm7Kmol.KH2p()4 . 

6.5 

3.29 

50,5 

3.91 

60,0 

ö, 2 ccm 7 , 5 mol.Na 2 HP() 44 - 3 . 8 ccm 7 ,puol.KH 2 P ()4 

7.0 

2,41 

37.0 

2,92 

44.8 

8 , 5 ccm 7, 51110!. Na2HP()4-f i , 5 001117,51110!. KH1PÜ4 

7.5 

0.94 

14.4 

1,26 

^ 9.4 

9,4ccm 7 , ^mol. Na JIPO4 4 0.6001117,511101. KIUPO4 

8,0 

0.61 1 

9.4 

0,88 

n.5 

ro ccm I % NIT, 4- 0.314c; g NH4CI 

9,2 

1 

— 1 


0,07 j 

(i^.o) 


[188] Auch in den anderen Voraussetzungen der Bestimmung gleichen sich Raffinase 
und Saccharase. Proportionalität von Reaktionsgeschwindigkeit und Phizymmenge 
trifft für die Spaltung der Raffinose in demselben Bereich .von 1:40 zu wie nach 
H, V. Euükr und 0 . vSvANBERcP für die Rohrzuckerinversioii. 

Versuch I. Die Enz^milösung war ein Auszug aus dänischer Brennereihefe, die 
wir mit 2 teilen Wasser unter Zusatz von Toluol 4^/2 Tage der Autolyse überließen. 
Das Filtrat wurde nach dem Klären mit Kaolin aufs Vierfache verdünnt. Es, war frei 
von Melibiase, denn die Bestimmungslösung zeigte nach iSstündiger Wirkung bei 
30° A ^ 7,32°, -nach 28 Stunden (x 7,22^ 

Versuch 2. Angewandt wurde die ü,iproz, Eösung eines Invertinpräparates 
(vom Zeitwert 4, Nr. 5 der Tab. 4) aus untergäriger Bierhefe (Eöwenbräu München), 
das nach dem Adsorptionsverfahren von R. Wiij.stätter und F. Rackk gewonnen 
war. Das Präparat schien nichts mehr von der Melibiase der angewandten Hefe zu 
enthalten. Die Bestimmungslösung besaß nämlich bei = 4,5 nach 24 vStunden 
“ 735 nacli 30 vStunden (X 735 ^ , in einer anderen Probe bei = 6,5 nach 
25 Stunden a — 7,23 


Tabelle 2. Enzymkonzciitratioii und Umsatz. 


Ivnzyinmeiige 
• • (ccm in 25) 

Zeit 

Min. 

Drclnuigs- 

.abnalime 

j Spaltung 

Zeit 

Min. 

Drehuiigs- 
iibualnuc i 

Spaltung 

I 

0,25 

400 

' 1,62 

24.8 

600 

ä 2.28 1 

34.9 


0.5 

2 (X) 

i ‘ -67 

25,6 

300 

2,33 

35.7 


1 ,(-> 

100 

' V67 

25.6 

I 50 

2.37 

36,3 


2.5 

40 

‘ r, 7 i i 

26.2 

60 

2,41 

36.9 


5.0 

20 

'.71 

26.2 

30 

2,41 

36.9 


10,0 

IO 

1.70 

26,0 

15 

2,38 

36,5 

2 ; 

2,5 

60 

i 3.21 : 

40.2 

90 

3.89 

59.6 


5.0 

30 

1 3.15 

48.3 

45 

3.86 

59,2 


7.5 

20 

3.1 1 

47.7 

3 f> 

3.90 

59.8 


Diese Zeitschr. Ikl. 107, vS. 269, und zwar vS. 275 [191g]. 
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[189] Die Kinetik der Raffiiiasewirkung haben schon H. E. Armstrong und 
W. H. Gtover' untersucht und gefunden, daß die vSpaltung der Raffinose durch eine 
Invertinlösung aus Oberhefe wie durch vSäuren monomolekular verläuft. Dieses 
p:rgebnis bestätigt sich auch unter den Bedingungen unserer Bestininiung, wie sich 
aus der Tab. 3 ergibt. Von den beiden Versuchen, die wir mit den schon für die 
Tab. 2 verwendeten Enzymlösungen Vornahmen, stimmt der mit Raffinaselösung 
aus Brennereihefe ausgeführte (Nr. i) für streng mononiolekularen Verlauf zwischen 
30 und 60 % vSpaltung. Daher benützt man für Oberhefen und Eösungen daraus zur 
Umrechnung des jeweils beobachteten Spaltung.sgrades auf 50 % Hydrolyse die tlico- 
retische Kurve. Bei Versuch 2 mit Invertinpräparat fiel k. 10 ^ zwischen 30 und 70 % 
vSpaltung von 381 auf 344, vielleicht infolge langsamer Zersetzung von Enzym, dessen 
Empfindlichkeit mit dem höheren Reinheitsgrad zugenommen hatte. Die aus \'er- 
such 2 abgeleitete Kurve liegt den Bestimmungen der Präparate zugrunde. 


Tabelle 3. Kinetik der Raffiiiasewirkung. (30-.) 


Zeit 


I, Versuch 



Versuch 


Min. 1 

Drelum« 

^ Spaltung 

i 1 " 

1 ( '"‘“''•i.-,- 

Drehung 

Siialtung 


0 

13.71 

1 

1 0,0 

— 

13.71 

0,0 



10 

13,26 

6,9 

310 

13.13 

8.9 

404 

20 

12,76 

•4.5 

340 

12.50 

18,5 

445 

.30 

12,30 

21,6 

35- 

12,12 

24.4 

404 

■TS 

T 1,67 

31, 3 

362 

11,58 

3-’.b 

381 

60 

11,14 

; 39.4 

362 

1 1 .07 

40,5 

376 

80 

10.55 

48,4 

359 

10,50 

49.2 . 


1 10 

9,80 

! 6 ü.O 

362 

9,83 

59,4 


1 50 

— 

— 


0,17 

69,5 

3-M 

i6ü 

9,00 i 

! 7Ti 

346 

— 

- 


200 


— 

— 

8.65 

77.5 

324 

220 

: 

82,1 

340 


_ 


260 

1 



8,10 

85,9 

3-7 

< X ) 

7,18 

100,0 

— 

7.18 

100,0 

— 


[190] Verhältnis zwischen Saccharase- und Raffiiiasewirkung 
von Invertinpräparaten. 

Eür die Prüfung des Verhältnisses zwischen Rohrzucker- und Raffino.sespaltung 
standen einige Invertinpräparate zur Verfügung, die in Arbeiten von R. Whj,st.\ttkr 
mit F. Racke und mit J. Graser auf verschiedenen Wegen gewonnen waren. 

Das I. Beispiel der Tab. 4 ist ein Präparat vom Zeitwert 4,8, das durch Adsorp- 
tion mit Aluminiumhydroxyd gereinigt war; ein Jahr nach der Darstellung untersucht, 
erwies es sich als frei von Melibiase. Es ergab den Quotienten 11,2, genau deiLselben 
fanden wir in dem zweiten Beispiel der Tabelle, nämlich dem gleichen Präparat, 
das eine weitere Reinigung durch Adsorption mit Kaolin (vgl. R. Wieest.^ttkr und 
P- Racke, i. Abh.*) Abschnitte, III, i. Beispiel) auf den Zeitwert 0,86 gebracht 

' Proc. Roy, Soc., Ser, B, Bd. 80, vS. 312, und zwar S. 317 [h)<o8]. 

') Alm. d. Cheni. (im Druck) [Ahh. 4^). 
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hatte. Auch die anderen Invertinpräparate, soweit sie frei von Melibiase waren, 
führten zu ^enaii dem gleichen Quotienten, so das 3. Beispiel der Tabelle, ein 
analog dargestelltes Invertin, dessen Zeitwert 0,7 bei einer weiteren Behandlung mit 
Uranacetat (Wieestätter und Rackk, I. Abh., Absehn. B, VIII) infolge teilweiscr 
Zersetzung auf 1,96 zurückgegangen war, ferner zwei durch die beiden Adsorptions- 
verfahren gereinigte, und zwar von Frl. J. Graskr frisch dargcstellte Präparate, eines 
von sehr geringem Mclibiasegehalt und dem Zeitwert i (Nr. 4) und ein melibiasefreies 
vom Zeitwert 4 (Nr, 5). Bas Beispiel 7 der Tabelle ist ein mclibiaschaltiges Präparat 
vom ungünstigen Zeitwert 12,5, das nur durch Aluniiuiumhydroxyd gereinigt war. 

Mit diesen Prä])araten ähnlicher Barstellungen werden noch zwei auf ganz andere 
Weise gewonnene Invertinpräparate verglichen. Bas Beispiel 8 der Tabelle, ein schwach 
niclibiasehaltiges Invertin vom Zeitwert 2,3 (aus einer Uösung vom Zeitwert 0,98 
durch Kindunsten erhalten), stammte aus einem bei neutraler Reaktion (WiixSTÄTTKR 
und Rackk, Abschn. A, IX, 2) gewonnenen Ilefeauszug und war nach einem später 
zu beschreibenden Verfahren durch Fällung mit Bleiacetat und [191] Adsorption mit 
Aluminiuiiihydroxyd gewonnen. Endlich das Beispiel 9 war von Wiij.STÄTTKR und 
Rackk (II. Abh., B, II) durch fraktionierten enzymatischen Abbau der Hefe dar- 
gestellt; es verdankte den Zeitwert 1,4 der Ad.sorption mit Tonerde, Kaolin und 
nochmals Tonerde. Es wies einen sehr deutlichen Gehalt an Melibiase auf, der den 
niedrigeren Quotienten 9,3 der Raffinase- und vSaeeharasewirkung erklärt. 

Es ist bemerkenswert, wie konstant bei einer langen Reihe verschiedenartig aus- 
geführter Operationen, welche die Möglichkeit einer l'raktionierung bieten, das Ver- 
hältnis der beiden enzymatischen Wirkungen bleibt. Bei der Entfernung der Fäweiß- 
körper aus wäßrig-acetoniger bösung, die nicht ohne Verlust von Enzym stattzufinden 
pflegt, bei der Adsorption mit verschiedenen IVIitteln, bei der Elution aus den Adsor- 
baten, beim Fällen mit organischen Eösungsmitteln, bei den öfters unter beträchtlichem 
Enzymverlust ausgeführten Vornahmen der Bialyse und des Eindampfens ist keine 
Anreicherung einer Enzymkonii)onente eingetreten. Bic bei der Zerlegung der Ton- 
erde- und Kaolinadsorbate angewandten Reagentien, wie Ammoniak, Natrium- 
carbonat, sekundäre Phosphate, wirken freilich unspezifisch als alkalische Mittel. 
Eher erschien als spezifisch die von R. Wikkstättkr und F. Rackic (Abh. I, Abschn. B, 
VHI, 3) beschriebene Zerlegung des Invertinadsorbates an Aluminiumhydroxyd durch 
Rohrzucker. Wir prüften de.shalb, ob sich dabei eine Verschiebung des Quotienten 
der l)eiden Zeitwerte erzielen läßt. 

I. Versuch. Vom Präparat 5 der Tabelle wurden 38 mg aufgelöst und mit einer 
zur Adsorption nicht ausreichenden Menge Aluminiumhydroxyd auf genommen. Bas 
mittels der Zentrifuge abgetrennte und gewaschene Adsorbat brachten wir zur Be- 
stimmung auf 50 ccm. 

a) vSaeeharasewirkung. 2 eein Ad.sorbat in 50 eein Be.stiiiiniungslösung bewirkten in 2O Minu- 
ten Drehung.sabnahnie. Daher Zeit der halben Hydrolyse 31,3 Minuten. 

b) Raffinasewirkung. 10 eein vSuspension bewirkten in 50 eem Raffinoselösung in 6371 Minu- 
ten 3,06“ Drehung.sabnahnie. Daher halbe Hydrolyse nach 70 Minuten. 




[i 93 ] I)ic übrige Adsorbatsuspeiision (38^0111) spülten wir in einen lOo-ccin-Kolben, 
versetzten sie mit 50 ccm 32j)r()z. Rohrznckcrlösung und füllten zur Marke auf. Nach 
30 Minuten zentrifugierte man die gebildete Elution ab und unterwarf nach zwei- 
luahgem Waschen mit Wa.sser den Rückstand, auf 35 ccm gebracht, wieder beiden 
Bestimmungen. Er wies von vSaccharase noch 22, von Raffinase ebenfalls 22 % auf. 

a) Saccharascwirkimg. 500111 vSuspoii.sion in 5000111 bewirkten in 1 51'/, Minuten 5,80 ’ 
Drehung.sabnalinie. Zeit der halben Hydrolyse 52,2 ^Minuten. 

b) Raffinasewirkung. 20 00m vSu.spen.sion in 50 00111 bewirkten in 166 Minuten 5,54^ Dreliuiigs- 
abnahiue. Halbe Hydroly.se 148 Minuten. 

Der Quotient der Saccharasc- und Raffinasezeitwerte war im Adsorbat 1:11,2, 
im rückständigen Aluniinitimhydroxyd nach der Rohrzuckerelution 1.11,3. 

2. Versuch. Aus Kopenhagener Brennereihefe wurde durch rasche Autolyse bei 
Gegenwart von Toluol in 4^2 Tagen eine Invertinlösung erhalten, die man zur Klärung 
mit ib% Kaolin behandelte. Das Filtrat ergab den Quotienten der Wirkungswerte 
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1:5,3. Au.s der Lösung adsorbierten wir mit einer nicht ganz ausreichenden Menge 
Aluminiumhydroxyd das Enzym, um das Adsorbat wie beim i. Versuch mit Rohr- 
zucker zu eluieren. 

Bestimmung des Adsorbates. 

a) vSaccliarasewirkung. 2 ccin Adsorbatsuspeiision in 50 ccm Rohr/Aickerläsung bewirkten 
in 22 Minnten 2,36° Dreliungsabnahme, in 46 Minuten 4,20°. Zeit der halben Hydroly.se 
33 und 33 Minuten. 

b) Raffinasewirkung. 5 ccm Adsorbat in 50 ccm Raffinoselösnng bewirkten in 38 Minnten 
1,95° Drelinng.sabnahme, in 57 Minuten 2,74°. Halbe Hydrolyse 73,5 und 72,5 Minuten. 

Nach dem Eluieren analysierten wir wieder die noch enzymhaltige Tonerde. 

a) vSacchara.sewirkung. 5 ccm vSuspension in 50 ccm bewirkten in 35 und 4772 Minuten 
2,77° und 3,60° Dreliungsabnahme. Zeit der halben Hydrolyse 43 und 42 Minuten. 

b) Raffinasewirkung. 20 ccm vSuspension in 50 ccm bewirkten in 54 und 68 Minuten 3,31 ” 
und 3,86° Drchinig.sabnahme. Halbe HydrolyvSe 53 und 53 Minuten. 

[194] Im Adsorbat waren vSaccharase und Raffinase anfangs mit dem Zeitwert- 
quotienten 1:5,5 enthalten, nach dem Eluieren enthielt das Aluminiumhydroxyd 
noch 41^2% der vSaccharase und 45V2% der Raffinase entsprechend dem Quotienten 
1:5,0. Es ist also eine schwerlich über die Bestimmungsfehler hinausgehende kleine 
Verschiebung, kaum eine geringe Anreicherung (10%) der Raffinase erfolgt. 

Auch bei der Bildung von Invertinlösimgen durch Autolyse der Hefe gehen 
Saccharase und Raffinase ohne Änderung des Zeitwertqiiotienten in Lösung. Der 
Melibia.segehalt der untergärigen Hefe, von der unsere Invertinpräparate herstammen, 
liindert den Vergleich von Hefe und Präparaten hinsichtlich der Raffinosc.spaltung. 
Deshalb vergleichen wir in einer melibiasefreien Hefe, der dänischen Brennereihefe, 
und in der aus ihr gebildeten Autolysenflüssigkeit den Quotienten der beiden Enzym- 
wirkungen. 

Die Hefe wird im folgenden Abschnitt durch die Invertin- und Raffinasezeitwerte 
0,52 und 2,65, also den Quotienten 5,1 gekennzeichnet. Die in 2 Tagen gebildete 
Autolysenflüssigkeit, mit Kaolin geklärt, ergab bei einer Enzymausbeute von etwa 
3% für die Raffinase- und Invertinzeitwerte den Quotienten 5,5. Der in 4^/2 Tagen 
gewonnene Hefeauszug enthielt nach dem Klären mit Kaolin 20% vom luizyin und 
entsprach dem Quotienten 5,3 der Raffinase- und vSaccharasezeitwerte. 

80 g Hefe mit 160 g Wa.sser unter Toluolzusatz autolysiert. 

Auszug nach 2V2 Tagen. 

a) vSacchara.sebestimmuiig. 2 ccm bewirkten in 50 ccm in 78 Minuten 3,45" Dreliungs- 
abnalnue; Zeit der halben Hydrolyse 73,5 Minuten. 

b) Raffina.sebe.stimmung. 10 ccm bewirkten in 78 Minuten 3,21'' Drehungsabnahmc ; Zeit 
der halben Hydroly.se 80,5 Minuten. 

Auszug nach 472 Tagen. 

a) vSacchanisebestimmung. 0,25 ccm bewirkten in 50 ccm in 79 Minuten 3,08° Drehungs- 
abnahme; Zeit der halben Hydrolyse 85,5 Minuten. 

b) Raffinasebe.stimmung. 1,25 ccm bewirkten in 60 Minuten 2,41° Dreliungsabnahme; 
Zeit der halben Hydrolyse 91 Minuten. 

Die Werte, deren l'ehler etwas größer sein können wie oben, differieren so wenig 
untereinander und vom Quotienten [195] der Hefe selbst, daß von einer Verschiebung 
des Verhältnis.ses nicht gesprochen werden kann. 
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Saccharase- und Raffinasewirkuiig einiger obergäriger Hefen. 

An einigen Brennereihefen, die in der nachfolgenden Abhandlung von R. W’iLh- 
STÄTTER und W. Stribket auf den Gehalt an Maltase und a-Ghicosidase geprüft und 
in einer weiteren hinsichtlich des Gärverniögens untersucht werden, vergleichen wir 
die Wirkung auf Rohrzucker und Raffinose. Die Hefen weisen große Unterschiede 
auch im Gehalt an den hier in Betracht kommenden Enzymen auf. Die dänische 
Brennereihefe, die wir der (Gefälligkeit des Herrn Prof. A. Jürgknskn verdanken, 
ist an Invertin 24-, an Raffinase 25 mal reicher als die vStadlauer Spiritusliefe. Im 
Quotienten der beiden Knzymwirkungen stimmen aber die enzymreiehste und enzym- 
ärmste der untersuchten Hefen gut überein. Dagegen differieren sie und ihre Auszüge 
wie auch die Adsorbate daraus von den beschriebenen Invertinpräparaten derart, 
daß die Spaltung der beiden Zucker nicht auf ein und dasselbe Enzym zurückgeführt 
werden kann. Eine entscheidende Bestätigung für dieses Ergebnis wird beim \xwgleich 
weiterer Heferassen (Tab. 5) gewonnen, der zu sicheren Ausschlägen im (Quotienten 

Zeitwert für Raffinase 
Zeitwert für Saccharase 

führt. Vor allem kommt die reine Brennereihefenrasse XII des Berliner Instituts für 
Gärungsgewerbe in Betracht, die 2,4 mal weniger Invertin und fast (imal weniger 
Raffinase als die Kopenhagener Oberhefe enthält. Der Quotient der Zeitwerte wird 
hier fast 2^/2 mal ungünstiger für Raffinase als bei der dänischen Hefe. Bei der Rasse II 
des Berliner Instituts hingegen finden wir den Quotienten wieder gleich (5,1, mit 
Auszug aus Trockenhefc bestimmt) wie bei der Kopenhagener Hefe. 
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Eine Nebenerscheinung, die bei einigen Raffinasebestimmungen der Tabelle 
aiiffällt, ist das vSinken der Zeitwerte während der Bestimmungsdauer. Gleiches ist 
öfters bei Maltase und im voranstehenden auch bei Ä-Glucosidase beobachtet worden. 
Wie in jenen Fällen dürfte die Verbesserung der Raffinasezeitwerte als Enzymbildung 
im Taufe der Versuche zu deuten sein. Noch deutlicher zeigt sich diese Erscheinung 
im folgenden Versuch, in dem die Zeitwerte sehr genau bestimmt sind, da die beob- 
achteten vSpaltungen in den mittleren Teil der Reaktionskurve fallen. 

[197] Hefe von Sinner. Nach 52^2, ^ 5 , no Minuten betrug die vSpaltung 34, 50, 
61% entsprechend Zeiten halber Hydrolyse von 91, 85 und 78 Minuten. Das vSinken 
des Zeitwerts entspricht einem Zuwachs an Enzym von 15%. 

Die Zeitwertbestimmung wurde stets unter Toluolzusatz in kurzen Zeiten aus- 
geführt. Bei der Einwirkung der lebenden Hefe auf Raffinose im langdauernden Gär- 
versuch sind die Bedingungen für die Raffinasebildung günstiger. Wir beobachteten 
unter diesen Umständen ein fast gleiches Ansteigen von Raffinase und Invertin. Hier 
ist daran zu erinnern, daß H. v. Eulkr' und seine Mitarbeiter im Taufe ausgedehnter 
Studieti über Enzymbildung z. B. bei der Hefezüchtung in asparaginhaltigcr Rohr- 
zuckerlösung nicht sowohl einem spezifischen Invertinzuwachs als einer allgemeinen 
Erhöhung der vitalen Prozesse, einer allgemeinen Enzymbildung freilich mit sehr 
ungleicher prozentischer Zunahme der betreffenden Enzymwirkimgen begegneten T 

Für unseren Versuch diente die Brennereihefe von vSinner. Beim Vergären von 
Rohrzucker unter Zusatz von Pepton war bei ihr keine Enzymvermehrung eingetreten. 
Mit 5 g der Hefe (Nr. 5 der Tabelle) ließen wir 1 1 loproz. Raffino.selösung unter Zu- 
satz von I g Pepton bei 25° 36 vStunden gären; ein Teil der Fructose blieb übrig. Die 
Hefe wurde mit der Zentrifuge abgetrennt und nach sorgfältigem Waschen zu einem 
Trockengehalt von 28,2% abgepreßt. Für die Bestimmung brachten wir 2 g der 
Hefe unter Zusatz von etwas Toluol auf 50 ccm. 

a) Sacdiarasebcstiimiiuiig. 5 ccm bewirkten in 50 ccm Rolirzuckerlö.sung in 5.1 Minuten 
UQi Drelumg.sabnalime ent.s])rcclicnd 43,5 Minuten Zeit für lialbe Ilydroly.se. 

b) Raffina.sebe.stimmung. 1 5 ccm bewirkten in 50 ccm in 71 Minuten 2,53 “ und in 98 Minuten 
3.39'' Drehungsabnaimie. Daher Zeit der halben Hydroly.se loi und 927z Minuten. 

[198] Der Zeitwert für Raffinase war von 26,3 bzw. 23,5 verbessert zu 17,1 und 15,6, 
der Vergleichszeitwert der vSaccharase 2,45 anstatt 3,36. Der Quotient der Fhizym- 
wirksamkeiteii betrug nach der Zunahme 7,0 und 6,4 statt der Anfangswerte 7,8 bis 7,0. 

' Chemie der Fnzyme, 2. Aufl., München und Wiesbaden 1920, 10. Kap., vS. 284 

* H. v. Kuukr und H. MkyER, Die.se Zeitschr. Bd. 79, S. 274 [1912], und zwar vS. 298. 
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76. UBER DIE VERSCHIEDENHEIT VON MALTASE UND a-GLUCOSIDASE. 

Von Richard Willstätter und Werner Steibelt. 

(Dritte Mitteilung' über M a 1 1 a s e.) 

(Aus dem Cliemisclien Laboratorinm der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Mit 1 Abbildung.) 

(Der Redaktion zugegangen am 29. April 1921.) 

Nach Emu. Fischer' wird «-Methylglucosid ebenso wie Maltose durch Hefe 
gespalten. Diese Wirkung schrieb Fischer anfangs dem Invertin, dann der Hcfc- 
maltase zu, die er aus dem Pilze nach vorangehendem Trocknen auszulaugen ver- 
mochte. Das Glucosid ließ sich bei Gegenwart von Chloroform auch durch frische 
Hefe spalten, während es unter gleichen Bedingungen, also mit frischer Hefe bei 
Anwesenheit von Chloroform, nicht gelang, die Hydrolyse der Maltose herbeizuftihren. 
Abgesehen von diesem Phänomen, das sehr kompliziert zu sein schien, ,, zeigen Maltose 
und ^^^-Methylglucosid gegenüber den Fjizymen der Hefe völlige Übereinstimmung“. 
Es zeigte sich freilich bakD, daß cs andere maltoscspaltendc vStoffe gibt, die das 
A-Methylglucosid nicht verändern, daß nämlich das vSerum von Pferde- oder Rinderblut 
auf das Glucosid gar nicht einwirkt, während es bekanntlich die Maltose leicht spaltet. 
Dieser Befund wäre mit der Vorstellung gut zu erklären, daß [200] Maltose und 
^-Methylglucosid auch von der Hefe mittels zweier verschiedener Enzyme hydrolysiert 
werden. E. Fischer^) gab indessen der anderen Annahme den Vorzug, ,,daß ein und 
dasselbe Enzym der Hefe, die Maltase, sowohl die v-]\Iethylglucoside als auch die 
Melibiose und verschiedene als Dextrine bezcichnete, kompliziertere Kohlehydrate 
angreifen kann. J^ie Erfahrung, daß einzelne Hefen nur die Maltose, aber nicht die 
Melibiose spalten, oder daß es Maltasen gibt, wie z. B. im Blut der vSäugetiere, welche 
die Ä-Glucoside unberührt lassen, ist kein triftiger Grund dagegen“. Während aber 

^ Die ersten Mitteilungen: Die.se Zeitsehr. Bd. iio, 8.232 [1920] und Bd. in, vS. 15; [1920]. 

^ Ber. d. deutsch, clieiii. Ge.s. Bd. 26, 8. 2400 [1893J; Bd. 27, 8. 2478 n. 2085 n. 3479 [1894J; 
Bd. 28, 8. 1429 [1895]. 

^ K. Fischer und W. Niebee, Sitzuiigsber. d. Preuß. Akad. d. Wi.ss. 1896, 8. 73 ; E Fisciii{r, 
Unters, über Kohlehydrate und Fermente, Berlin 1909, 8. 868. 

') Diese Zeitsehr. Bd. 26, 8. 60 [1898]. und zwar vS. 80. 
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nach der Ansicht von K. Fischer* die Hntscheidiing dieser Frage noch unsicher bleibt, 
,, solange man nieht imstande ist, die Knzyme als eiidieitliche chemische Individuen zu 
charakterisieren“, wird seitdem in der Literatur die Identität oft mit Bestimmtheit 
angenommen^ Dennoch ist diese Annahme nicht zutreffend und sie läßt sich wider- 
legen, ohne daß man es unternimmt, eines der beiden Enzyme ,,im reinen Zustand 
zu isolieren“. 

Das Verhalten der Hefe bei Degenwart von Chloroform gegen Maltose beruht 
wahrscheinlich darauf h daß beim Abtöten der Hefe durch Chloroform die Produktion 
von vSäure in der Hefezelle einsetzt und in ihr ein für die Wirkung der Maltase un- 
günstiges Milieu schafft. Das Ausbleiben der Maltosehydrolyse unter den Versuchs- 
bedingungen von K. Fischer ist weniger auf Zerstörung der Maltase durch die von der 
Hefe gebildete vSäure, als auf zu hohen Säuregrad am Reaktionsort zurückzuführen. 
Wenn unter gleichen Bedingungen die Spaltung von ^-Methylglucosid erfolgt, so 
ist wohl anzunehmen, daß diese Hydrolyse toleranter gegen Veränderung der Reaktions- 
bedingungen ist und von einem anderen Enzym bewirkt wird. 

Daß Maltase und Glucosidasc wirklich zwei verschiedene [201] Enzyme sind, 
folgt daraus, daß die enzymatische Wirkung der Hefe auf die Substrate, ausgedrückt 
durch die Zeitwerte der Hefe für Maltase und ^-('ducosidasc, kein konstantes Ver- 
hältnis auf weist. Den Quotienten 

Zeitwert für A-CUucosidase 
Zeitwert für Maltase 

finden wir beisi)ielsweise bei verschiedenen Brauereihefen zwischen 7,7 und 0,9 schwan- 
kend, noch tiefer fällt er bei Brennereihefe. Auch bei einer einzigen Hefeprobe ist dieses 
Verhältnis leicht veränderlich. Beim Ruhen der liefe bei niedriger Temperatur wächst 
bald der Gehalt an Maltase, bald an Glucosidase, so daß bei i- bis 3 tägigem Lagern 
der Quotient z. B. von 5,9 in 3,3 oder von 3,0 in 5,9 übergeht. Endlich verschiebt sich 
das Verhältnis der beiden Zeitwerte bei der Darstellung von Hefeauszügen durch 
Autolyse. Hefe, die den Zeitwert(piotienten 5,9 aufwies, lieferte eine Enzymlösung 
mit dem Verhältnis 2,9 der beiden enzymatischen Wirksamkeiten. 

Aus der Verschiedenheit der Maltose und (X-Glucosid sjialtenden Enzyme ist zu 
folgern, daß die Hefe für die Hydrolyse zusammengesetzter Zucker eine größere Zahl 
besonderer Ivizyme ausbildet als man bisher annahm. 

Quantitative Bestimmung der a-Glucosidase. 

Die Wirkung der Hefe und der Hefeauszüge auf Methylglucosid soll gleich der- 
jenigen auf Maltose*) durch die Zeit in Minuten bestimmt werden, die i g trockene 

* Her. ( 1 . deutsch, clicm. Ges. 15(1.28, S. 1429 (1895]. und zwar 8. 1438. 

^ Vgl. z. ß. K. F. Armstroxc,, The .simple carbohydrates and the glucosides, 3. Aufl., 
I/ondon 1919, 8. 103 (auch vS. 11 u. 120): ,.Iii view of the behaviour of maitose towards maltase, 
it is coiisidered to be a gluko.se-'x-glucoside, since it is only a-glucosides which are hydrolysed 
by malta.se.“ 

4 R. WmsTÄTTKR und W. vSTEinEET. Die.se Zeitschr. Bd. 111, 8. 157 [1920]. 

') Die.se Zeitschr. Bd. iio, 8. 233, und Bd. iii 8. 168. 
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Hefe oder die dieser Menge cnlsprccliende Knzynildsung braucht, um bei 30° 1,347 g 
^\-Methylglucosid (entsprechend 1,25 g abznspaltcnder Glucose) zur Hälfte zu hydroly- 
sieren, wenn diese in 50 ccm zusammen mit 60 mg NaHiro., • 2 H.O und 45 mg 
KH2PO4 enthalten sind (d. i. bei /),j = 6,(S). 

Die Hydrolyse des Glucosids verfolgen wir polarimetrisch, was mit der gleichen 
Genauigkeit wie nach der Reduktionsmethode ausführbar ist. Die Glucosidlosung 
besitzt nach dem Verdünnen mit 20% 2 ii-vSodalösung, wie es im Versuch zur Sistierung 
der Spaltung und zur Beendigung der Multi rotation [202] geschieht, entsprechend 
[^li, Anfangswinkel +7,10", nach vollkommener Spaltung -f2,2o". 

Das Optimum der Wirkung von Hefeauszügen auf ^\-Methylglucosid liegt nach 
V. Rona und D. Michauüis' bei />„ 5,8 bis 6,6, und zwar schien 6,2 den aller- 
günstigsten Punkt darzustcllen. Da Miciiaeus und Roxa* für die Maltosespaltung 
den Bereich von 6,1 bis 6,8 optimal gefunden hatten, mit 6,6 als allergünstigstem 
Punkt, so schien diese Differenz zwar für eine Verschiedenheit beider Permente zu 
sprechen, doch waren die Unterschiede in der Wirksamkeit innerhalb des ganzen 
angegebenen Gebietes nicht groß genug, um sichere Schlüsse zu gestatten. 

W ir ließen beim Glucosid die vSpaltung wie bei Mallo.se mit s])urenweise saurer 
Reaktion von p^^ — 6,8 verlaufen, da wir weder für ]\Ialtase- noch Glucosidasewirkung 
zwischen 6,0 und 6,8 über die P'ehlergrenze hinau.sgehende Unterschiede beobachten 
konnten (Tab. i). Auf beginnend alkali.schem Gebiet erwies sich die Wirkung ab- 
geschwächt, al)er weniger als in den Versuchen von Mtciiakeis und Rona. Die Wasser- 
stoffzahl wurde durch verschiedene l\Iischungsverliältnis.se des Phosphatpuffers nach 
S. P. L. SöRKNSRN^ variiert. 

Tabelle i. vSpalluiig von Malto.se und a -Melhylglucosid bei pn 6,0 bis 7,8. 
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7.S 

40,3 
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[203] Die Bestimmung der Glucosidasewirkung setzt voraus, daß die Beziehung 
zwischen Reaktionsdauer und Umsatz bekannt ist, und daß für einen gewis.sen Umsatz 
das Produkt aus Phizymmenge und Zeitdauer konstant gefunden wird. Im Bereiche 
von 1:10 trifft es genau zu, daß die Zeiten gleichen Umsatzes sich umgekehrt wie die 
P ermentmengen verhalten. 

Ihocliem. Zcitsdir. Bd. 58, vS. 148 [kuH und E. MiciiAiais, Die Wasserstoffioiieiikonzeii- 
tratioii, Berlin 1914, vS. 71. 

* Bioeheni. Zeitsclir. Bd. 57, vS. 70 I.1913]. 

^ Bioeheni . Zeitsclir. Bd. 21, S. 131 [1909] und Bd. 22, vS. 552 [1909J. 
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I ccm l^'nzym in 50 ccm bewirkten in 800 Minuten 1,57° Drehungsabn. entspr. 32,0% vSpaltung, 


50 .. 

400 

V 57 " 

,, 32 , 0 % 

50 

,, 160 

1.54° 

3 i. 4 ”i 

.. 

,, 80 

- 1,54" 

3 V 4 '’/i 



Hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der 
a-Gliicosidasewirkung begegnen wir sehr ähn- 
lichen Verhältnissen wie bei der Maltose- 
spaltiing. Abweichend von der Inversion des 
Rohrzuckers fällt ini Verlauf der Hydrolyse 
des Glucosids k aus ijt • La ja — v stark ab. 
Um aus der jeweils beobachteten Glucosid- 
spaltung die der 5oproz, vSpaltung entspre- 
chende Zeit zu ermitteln, dient uns die aus 
dem Beispiel der Tab. 2 und zwei weiteren 
Versuchen abgeleitete Reaktionskurvc h 


[204] Tabelle 2. 

Zeitlicher Verlauf der a-Glucosidasewirkuug. (30'^; 2/)9.iproz. Glucosidlösung.) 


Zeit 

Min. 

Drcluinj.;sal.tti. 

Um.satz 

IO 

0.37 

7 .b 

20 

0,60 

u ,3 

40 

1 ,CK) 

20,4 

60 

>.31 

26,7 

I ( )(.) 

1.76 

35.9 

160 

2,25 

45.9 

240 

2,60 1 

.Vbi 

340 

2.95 ^ 

60,2 


Auf dieser Grundlage geschieht die Bestimmung der Glucosidase auch in den 
Hefen nach dem Verfahren der Maltasebestimmung, das auf rascher Verflüssigung 
der Hefe durch Essigester, Neutralisation der entstehenden vSäure mit Ammoniak 
und Einstellung der für die Enzymreaktion günstigen Wasserstoffzahl beruht. Bei 
vielen Hefen von normalem Enzymgehalt entspricht der Verlauf der Glucosidspaltung 
der ermittelten Reaktionskurve. 

Hefe der Uöweiibrauerei München, t. XH. 1920. 

Nach 83 Minuten Drehungsabn. 1,29°, Spaltung 26,3%, Zeitwert 145. 

i 3 ('> - .. 1.65^ .. 33.7%. .. US- 

Bei Hefen, die auf «-Methylglucosid schwach wirken, wird wie bei maltasearmen 
mitunter eine Abweichung in dem Sinne gefunden, daß sich der Zeitwert bei längerer 
\ ersuchsdauer günstiger als bei kurzer ergibt. 

^ Für jeden der drei Versuche wurde durch Interpolation aus den nächsten vor und nach 
50% gelegenen Beo])achtung.spunkten die Zeit (200, 340. 326 Minuten) für 50% vSpaltung ermittelt 
und gleich 6,52 gc.setzt, dem Zeitwert der theoretischen Kurve bei 50%. Daraus ergibt sich das 
Wrhältnis, in dem die Beobachtungszeiten der einzelnen Versuche unizurechnen sind. 
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liefe der vSpatenbrauerei Münehcii, 6. XII. igio. 

Nach 120 Minuten Drehungsabn. 1.52", vSpaltung 31,0%, Zeitwert 165. 

-• >- •• ’.f'S". ,, 4i,<S%, 140. 

Kopenhagener P.reiinereihefe, 24. TT. kjji. 

Nach 154 Minuten Drehung.sabn. 1,30°, Spaltung 26.5%, Zeitwert 2^0. 

.. 4u8 ,, ,. 2,54°. 51, S%, ^ ,, ];5. 

TJiese Erscheinung füliren wir auf Enzymzuwachs zurück, auf ])()stniortale Neu- 
bildung des Enzyms im Laufe der langen [205] Be.stimmungsdaucrk In solchen 
Fällen werden für eine Hefe zwei Zeitwerte verzeichnet: ein durch Extrat){)lieren für 
den Zeitpunkt des Bestimmungsanfanges abgeleiteter und ein für das Ende der Be- 
stimmungsdauer gefundener. Für die beiden erwähnten Hefen sind diese Zeit- 
wertpaare : 

Hefe der Spatenbrauerei: 210 und 140 für Glucosidspaltung. 230 und 125 für Maltosespaltung, 

Kopenhagener Hefe: 300 und 175 für Gluco.sidspaltung, 165 und 155 für Maltoscspaltung. 

Verhältnis zwischen Maltose- und Glucosids])altung. 

Für den Vergleich der Wirkungen auf Maltose und Methylglucosid haben wir eine 
Anzahl von Brauereihefen in ganz frischem Zustand untersucht und von Tkcnncrei- 
hefen, die nach dem Eintreffen der Bostsendungen oder kurzem Aufbewahren im 
Eisraum zur Bestimmung dienten. Die Brennereihefen sind in der nachstehenden 
Abhandlung* über maltaseanne Hefen genauer besprochen. Die Brauereihefen ent- 
stammten den Betrieben, nur die Frohberg-Unterhefe ist eine Reinkultur, für deren 
Überlassung wir Herrn Privatdoz. Dr. Eitkrs, Direktor der Wis.senschaftlichen vStation 
für Brauerei in München, zu bestem Dank verpflichtet sind. Auch die Weinhefe, 
Assmannshäuser, verdanken wir der Freundlichkeit des Herrn Direktor Dr. lyüKRS. 

Hefeproben von iig wurden verflüssigt, neutralisiert und mit Wasser auf 50 ccm 
aufgefüllt. Von den vSuspensionen verwendeten wir je 10 oder 20 ccm einerseits zur 
Maltase-, andererseits zur Glucosidspaltung. Die Zeiträume für die beiden Reaktionen 
waren gewöhnlich verschieden, da die Maltosespaltung rascher verlief. 

Von Quotienten der Maltase- und Glncosidase-Zeitwertc werden in allen Fällen 
die Anfangswerte und in den Fällen, wo die Maltase- und Glucosidasebestiinmungen 
nach gleicher Gesamtdauer vorliegen, auch die Endwerte angeführt. Die [206] meisten 
Unterliefen zeigen in ihrem STialtungsvcrmögen für Methylglucosid nahe Überein- 
stimmung. Viel größer sind die vSchwankungen im Gehalt an Maltase, woran die Unter- 
hefen verhältnismäßig reich sind. Die Quotienten der beiden Enzymwirkungen liegen 
bei den Brauereihefen, wie die Tab. 3 zeigt, zwischen 7,7 und 0,9. I 9 ie untersuchten 
Oberhefen sind an beiden Enzymen sehr arm, ohne daß wie bei den Brauereihefen eines 
derselben wesentlich überwiegt; der Quotient fällt bis 0,7. 

* Diese hvrsclieiiiung wird von WiivivSTÄrriiR und Rackiv in einer Abliaiidliing über Invertin, 
die in den Ann. d. Cheni. erscheinen wird, genauer behandelt (sü’/u’ auch 5 . y8()). 

♦ Ahschn. VII, Abh. 63. 
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Tabelle 3. Maltase- und Glucosidascwirkung verschiedener Hefen. 




Maltase 


1 

llucosidasc 



liefe (TrtK'keiii’ewiehl in 

Ver- 

: Dre- 

Zeit- 

wert 

\'er- 

Dre- 


(Jnotient der 

suchs- 

zeit 

1 Imn.es- 
1 alni. 

suehs- 

zeit 

himRS- 1 
ahn. ! 

Zeit- 

wert 

Zeitwerte 

Löwenbräii i. XII. 20 (22.7) 



3 -..S 

«^3 

629 : 

M 5 

4,5 


b 5 

3.20 

' 3^.5 

130 

i 

145 

Hofliräu 3. XH. 20 (24,2) 

40 

2,16 

1 -' 5 - 

100 

1.32 

175 

34 


96 

3.-0 

1 

150 

1,88 

H 5 

Spatenbräu 6. XII. 20 (23.7) 

60 

1 ,40 

1 195 

1 20 

1,52 

165 

Anfangsw. 0,9 


i8ü 

2.86 

i T 25 

1 80 

2,05 

140 

Kndwert 1 , i 

Pschorrbräu 7. XH. 20 (23.2) 

60 


1 

1 20 ■ 

1,50 

2,00 

175 

155 



340 

; 29 

1 80 

Anfangsw. 7.7 

Frohberg ITiterh. Reink. 4. H. 21 

(-\b6) 

90 

2.92 

5 <^ 

1 

90 1 

l.|0 1 

0,82 

1,22 

280 

260 

Anfangsw. 5 , 5 

Weißbräii Tal (13. XH. 20 (24,0) 

40 

1,95 

■ 65 

80 

1 , 20 

165 

2,5 


So 

2,65 

66 

1 90 

695 

165 

W'einhefe Assmann.sh. 4. II. 21 (27.0) 

()0 

1 43 

320 

90 : 

0,40 

rooo 

Anfang.sw. 2,5 

[207] 

1 60 

2.09 1 

250 

160 ; 

0,70 

8a) 

End wert 3,2 

Hreiinereihefe H 23. XII. 20 (2.1.3) 

1 ( )0 

0.25 

3500 

j 6 () 

0,24 

2 . 4 fX) 

9,7 

Ilrennereihefe H 12. I. 21 (24,5) 

450 

1 ,(.x.) ! 

2600 

45 ‘> 

(>.75 

1 800 

9.7 

Hreiinereihefe Ra.s.se II 12. II. 21 (34,2) 

150 

1.34 : 

740 

280 

625 

760 

69 

Hreiinereihefe Ras.se XH 26. IT. 21 

100 

1.71 i 

230 

100 

6 65 

330 

Anfangsw. 0,8 

(•25.0) 

150 

2.48 ■ 

FSo 

150 

1 ,62 

195 

Endwert 1,3 

Hreiinereihefe Kopenhagen 21. 11 . 21 

77 

1 .65 

1 60 

154 

639 

250 

Anffingsw. 1,8 

(21,6) 

204 

2.62 

i.=i 5 

408 

2 , 5 'l 

175 

End wert i , i 


Da sogar nach dem Abtöteii der Hefe eine Neubildung der kolileliydrat- 
spaltenden Kiizyme angenommen werden muß, ist es nicht überraschend, daß in der 
ruhenden Frischhefe Enzymbilduiig erfolgt. Abnahme von Maltase oder ^-Olucosidase 
wurde nie beobachtet. Aber große Verschiebung in dem Verhältnis der Maltase- 
und Glucosidasezeitwerte trat bei manchen Brauereihefeu während ein- oder mehr- 
tägigeni Aufbewahren im Kühlraum ein. Dabei war keine Regelmäßigkeit zu erkennen. 
Einmal erfolgte großer Zuwachs an Maltase, sogar Verdoppelung des Maltasegehalts 


[208] Tabelle 4. Verschiebung der Zeitwertquotienten beim J^agern der Hefen. 


Ikfc (Trockcngfwk'lit in 


böwenbräu 14. XH. 20 (22,7) frisch 
nach 3 Tagen 

vSpatenbräu 15. XI I. 20 {23,3) frisch 
nach 3 Tagen 

Spatenbräu 17. XH. 20 {23,2) frisch 
nach 3 Tagen 


Ver- 

suchs- 

zeit 

M.dtase 

Dre 

huni^s- 

ahn. 

Zeit- 

wert 

40 

2.80 

28 

80 

3.72 

28 

60 

3.49 

26 

40 

! 2.34 

42 

80 

347 

, <19 

60 

2,92 

37 

40 

2,08 

52 

80 

2.99 

59 

59 

342 1 

26 


Glucosidasc 


Ver- 
suchs - 
zeit 

' Dre- 
; hun)s's- 
ahn. 

Zeit- 

wert 

1 20 

i 653 

655 

2 1 0 

2,10 

159 

120 

1 2,10 

86 

120 

1.80 

165 

210 

2,44 

ros 

90 

695 

73 

80 

J ,20 

659 

I 80 

2,a) 

140 

100 

637 

155 

639 

6Ö0 1 

655 


yuulk-nl der 
Zci 1 weile 


Anfangsw. 5.9 

Anfangsw. 2,9 
2,0 

Anfangsw. 3,0 
.S.b 
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in 24 Stunden, während die Glucosidnse konstnnt blieb*. Tn anderen Indien blieb 
der Maltasegehalt ungefähr konstant und die Wirkung auf Metliylglucosid crfulir 
bedeutende Verstärkung. Diese Beobaehtungen (Tab. 4) stimmen wie der Vergleieh 
der verschiedenen Hefen nicht zu einem engen Zusammenhang von Maltase und 
Ä -Methylglu cosi dasc . 

Veränderung des Oiiotienten der Enzyme beim Auflösen. 

Die Auflösung der kohleliydratspaltenden Enzyme aus der Tiefe ist kein ein- 
facher Lösungsvorgang. Dieselben werden, wie in zwei Abhandlungen über Invertin, 
die sich im Druck befinden, von R. \Viij,stätter und V. Racke gezeigt wird, erst 
durch einen enzymatischen Abbauvorgang freigelegt und in Lösung übergeführt. 
Die Verschiedenheit der Maltase und der A-Olucosidasc zeigt sich nun auch darin, 
daß die beiden [209] Enzyme beim Ausziehen der Hefe nicht in gleichem ^Maße in 
Lösung gehen, also nicht mit demselben Quotienten der Zeitwerte in den Ilefeextrakteii 
wirken, wie in den Hefen .selbst (Tab. 5). Die Verschiebung kann, was für un.sere 
Schlußfolgerung belanglos i.st, auch auf ungleicher TTeständigkeit der Enz> nie in der 
Lösung beruhen. 

Zwei Brauereihefen lieferten Enzymlösungen unter verhältnismäßiger Anreicherung 
der A-Glucosidase. Bei einer Brennereihefe trat eine Verschiebung im entgegen- 
gesetzten Sinne ein, aber da in diesem Halle die Hefe im getrockneten Zustand ver- 
arbeitet wurde, kann schon beim Tdegen und Entwässern durch Zunahme der Maltase, 
die wirklich zu beobachten war, die Verschiebung vorbereitet worden sein. 


1 abeile 5 . \ V r s e h i e b u n g der Zeitwertqiiotienteii beim Extrahieren der Hefen. 


IIcl«. 

(Trockengewicht in ‘',1) 

Maltase 

Ver- Dre- 

siichs- 1 hnn^'s- 
zcit ahn. 

Zeit- 

wert 

Ver- 

suchs- 

zeit 

(llucosida 

] »re- 
lutriKS- 
abn. 

; Zeit- 
wert 

Quotient der 
Zeitwerte 

T/öweiibräii 

14. XII. 20 (22.7) Hefe 

So 1 3,72 

28 

210 

2.10 

1 ^0 

Anfang.sw. yo 


Ivxtrakt 

30 1 2, So 

41 

80 

E 7 ^ 

1 (x; 

vO 

bpatenbräu 

17. XH. 20 (23,2) Hefe 

50 ' j.I2 

26 

f .lO 

, 1,60 

i ES 5 

Anfaiigsw. 5,9 


Extrakt 

60 j 2,73 

«7 

1 00 

1,54 

255 

2,9 

Ra.s.se XH . 

iö. 11.21 (25.0) Hefe 

i(X) 1,71 

230 

l(X) 

EI3 

! 225 

Anfang.sw. 0,8 



150 1 2,4s 

ESO 

I 50 

1.62 ; 

19.S 

End wert 1,3 

b-xtrakt aus 'Proekenhefe 

100 1 2.08 

265 

100 

1,20 i 

390 



1 

15b i 2,5s ; 

260 

ESO 

E 55 1 

300 

E 5 


Die Enzymlösungcn gewauiieii wir durch rasche Autoly.se bei neutraler l^caktion. 

200 g Hefe werden in einer rulverflasche mit 10 ccm [210] Chloroform verrieben. 
Die Verflüssigung und die Produktion von Säure trat rasch ein und war in einer Viertel- 
stunde ziemlich beendet. Darauf verdünuten wir mit 200 ccm Wasser und neutrali- 

Anch in einem zweiten h'all wurde eine .solche Zunahme der ^Ialta.se fe8tge.stellt, während 
hier die Be.stiinmung der Glueo.sida.se für die aufljewahrte liefe fehlt. 

Spatenbräuhefe 6. XH. 20: In 60 Minuten Drehungsabn. der IMaltoselüsmig 1,40"’, Malta.se- 
zeitwert 195. Dieselbe Hefe, 3 Tage aufliewahrt: In 60 IMinuteii Drehnngsalm. der ]\Ialto.selö.sung 
2,35°, Malta-sezeitwert 64. 
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siertcli mit iproz. Ammoniak, wovon beispielsweise 40 bis 7000111 erforderlioh waren. 
Zur Autolyse wurde die Wassermeiige iiooli etwas vermehrt, so daß auf i Teil Hefe 
172 Teile Wasser trafen; die weitere vSäurebildung war riioht mehr erheblich. Nach 
24 bis 48 vStunden filtrierten wir den Auszug ab. Die Ausbeute an Maltase und (X-Gluco- 
sidase in diesen Hefeauszügen war zwar sehr gut, mitunter über die Mengen in der Hefe 
weit hinausgehend, aber leider sind die Knzyiiie darin wenig haltbar, weniger als in 
(len duroli Autolyse mit Toluol gebildeten. 

Beispiel: Hefe der Löwenbrauerei vom Maltasezeitwert 39 lieferte in 24 Stunden 
einen Auszug, dessen Zeitwert, auf die Hefe bezogen, 25 war, ents])rechend 160% 
Ausbeute. Diese Hefe gab bei der Autoly.se mit Toluol in 2 Tagen nur einen Auszug 
vom Zeitwert 38, also mit 100% Ausbeute. 
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77. ZUR KENNTNIS DES EMULSINS. 

Von Richard Willstätter und Wilhelm Csänyi*. 

(Aus dem Chemischen Laboratorium der P>ayerischen Akademie der Wissenschaften in München.) 

(Mit 2 Abbildungen.) 

(Der Redaktion zugegangen am 15. September 1921.) 

In den Angaben der Literatur über die Darstellung des Kniiilsins fehlt die quanti- 
tative Prüfung der enzymatischen Lei.stung und in den zahlreichen llntersuchungcn 
über die Emulsinwirkungen fehlt noch oft die Berück.sichtigung und Kinstelluiig 
der geeigneten Was.serstoffionenkonzentration im Sinne von S. P. L. Sörknskn. Daher 
ist es bisher nicht bekannt, in welcher Ausbeute ein Präi)arat von Emulsin aus den 
Mandeln gewonnen werden kann und welche enzymatische Konzentration cs im Ver* 
gleiche zur Pflanzensubstanz erreicht. In dieser Beziehung versuchen wir nach dem 
Vorbild der Untersuchung^ über Peroxydase einen Beitrag zur Kenntnis des Emulsins 
zu geben. ,,Die zuverlässige Bestimmungsmethode bildete eine Voraussetzung der 
präparativen Arbeit. Denn der leitende Gedanke war die analytische Kontrolle der 
präparativen Methode nach zwei Richtungen: hinsichtlich der Ausbeute im Wrhältnis 
zum angewandten Pflanzenmaterial und in bezug auf den Wirkungswert der Präparate.“ 

Die übliche Isolierung des Phnulsins aus Mandeln mit Wasser oder verdünnter 
Essigsäure ist ungeeignet, da das Emulsin anscheinend durch Adsorptionswirkung 
in der [173] Pflanzensubstanz festgelcgt ist und an Wasser nur schwer abgegeben wird. 
Bei der Einwirkung von sehr verdünntem Ammoniak lassen sich hingegen die Enzyme 
in ihrer ganzen Menge freilegen und man gewinnt das Emulsin aus den amnioniakali- 
schen Auszügen in viel größerer Ausbeute und höherem Reinheitsgrad. 

Für die quantitative Bestimmung des Pbuulsins eignet sieh von seinen Wirkungen 
die Hydrolyse des Amygdalins, die auch bisher allgemein zur vSchätzung gedient hat. 
vSie wird durch andere Maße ergänzt, die vsich auf die vSpaltung von Prunasin, dem 
Monoglucosid des Benzaldehydcyanhydrins, von /»-Methylglucosid, von Lactose und 
von Raffinose beziehen. Gegen ßC-Methylglucosid vermochten wir, übereinstimmend 

•* Herr Dr. Csänyi hat später den Namen ,,Halden'‘ angenommen. 

' R. WiLLSTÄTTKR und A. StolL, Liebit^s Aim. d. Chcni. Bd. 41b. vS. 21 [1917/18] {Aldi. 35). 
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mit älteren Forschern, unter verschiedenen Bedingungen der Acidität keine Wirkung 
zu finden. 

Als Zeitwerte der Kmulsinwirkungen werden die Beträge von Minuten bestimmt, 
welche i mg Knnilsin oder emulsinhaltiges Pflanzenniaterial brauchen würde, um 50 % 
der theoretischen Monosemenge aus äquivalenten Mengen der genannten vSubstrate 
unter gleichen Bedingungen abzuspalten, indessen in jeder Reaktion bei der für sie 
günstigsten Wasserstoffionenkonzentration. Das /»„-Optimum liegt für die Amygdalin- 
hydrolyse am nächsten dem Neutralpunkt, für die Lactose- und Raffinosespaltung 
am weitesten im sauren Gebiet. Beispielsw'cise wird eines unserer Kmulsinpräparate, 
das freilich durch 6 jMonate langes Aufbewahren .schon eine starke Einbuße an Wirk- 
samkeit erlitten hatte, gekennzeichnet durch die Zeitwerte 18 für Amygdalinspaltung 
(10 in frischem Zustand), ii für Prunasin-, 12200 für /kMethylglucosid-, 26400 für 
Lactose-, und 140000 für Raffinosehydrolyse. 

Die verschiedenen Wirkungen des Emulsins ])flegt man damit zu erklären, daß 
es ein Gemisch mehrerer Enzyme sei. vSchon die Zerlegung des Amygdalins ist widir- 
scheinlich auf die kombinierte Wirkung verschiedener Enzyme zurückzuführen, 
nämlich nach den Untersuchungen von II. E. Armstrong, E. F. ArMvSTrong und 
E. Horton ‘ auf das [174] Eingreifen der Amygdalase, die von dem Diglucosid das 
erste Glucoscmolekül abtrennt, und der Prunas(‘, die das Monoglucosid des Mandel- 
säurcnitrils abbaut, das von Emil Fischer zuerst aus Amygdalin mit sogenannter Hefe- 
maltase dargestellt und von II. E. ArMvSTrong, E. F, Armstrong und Ph Horton 
Prunasin genannt wurde. Es ist diesen Forschern gelungen, in den Blättern von Prunus 
Laurocerasus das Fhizyni (Prunase) aufzufinden, das Amygdalin nicht anzugreifen 
vermag, aber aus dem Cyanhyd rin monoglucosid (ducose abspaltet. 

Weniger gut gestützt scheint uns bisher die Erklärung der Nebenwirkungen des 
Emulsins zu sein, der Hydrolyse anderer Glucoside und zusammengesetzter Zucker. 
E. Bottrourlot und H. Hkrisskv’) haben zuerst die Milchzuckerspaltung des Emulsins 
auf eine beigemengte Lactase zurückgeführt, weil die Kefirlactase nicht auf Amygdalin 
wirkt und weil umgekehrt Emulsin -) vorkommt (in Prunus Laurocerasus, As])ergillus 
niger, Polyporus sulfureus Fr.), das den Milchzucker nicht anzugreifen vermag. Die 
Verschiedenheit von Emulsinlactase und Kefirlactase ist durch eine Arbeit von 
H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und E. Horton ^) noch wahrscheinlicher ge- 
worden, die eine Hemmung der ersteren durch (Uueose, der Hefelactase durch Galaktose 
beobachteten. Dennoch wäre cs mdglich, daß dem Emulsin neben seiner haujit- 
sächlichen I'unktioii auch weniger ausgeprägte Wirkungen auf andere Polyosen zu- 
kämen. 

' Proc. Roy. vSoc., vScr. 15 , Bd. <S5, S. 359 [1912]. Vgl. auch R. J. CaldwiCLL und vSt. L. 
CoURTAULD, Proc. Roy. vSoc. 15 d. 79, vS. 350 [1907]. 

') >Soc. Riol. Rd. 55, S. 219 [1903]. 

•) Diese Angabe verliert ihre Reweiskraft, wenn man berücksichtigt, daf 3 in diesen Fällen 
gar nicht (Lus amygdalin, spaltende Enzym, sondern z. R. bei Prunus Laurocerasus nur die Prunase 
vorlag. 

6 Proc. Roy. >S(jc., Ser. R, Rd. So, vS. 321 [upS]. 
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Eine auf Anregung von C. NivUbkrCt und in seinem Eaboratorium ausgeführte 
Untersuchung von K, Ohta'^ behandelte die Reinigung des Kniulsins von Eiweiß, 
zugleich aber auch von den begleitenden Enzymen, denen die von C. Nkubkrü^ ent- 
deckte vSpaltung der Raffinose, ferner die [175] Hydrolyse von /kMethylglucosid und 
Uactose eigen ist. K. OiiTA hat durch Einwirkung von Pankreasferment auf Ivnulsin 
gewiß erreicht, Eiweißstoffe daraus zu beseitigen. Aber Oiitas gereinigte Präparate, 
deren Wirkung auf Amygdalin er als ,, außerordentlich kräftig" bezeichnet, sind .seinen 
zahlenmäßigen Angaben zufolge .so schwach, über tausendmal schwächer') als eines 
unserer Emulsinpräparate, daß es recht ungewiß ist, ob unter seinen Bedingungen der 
Prüfung die Wirkung auf Raffinose, /)-Methylglucosid und I/actosc überhaupt noch 
bestimmt werden kann. 

Die Natur des Emulsins läßt sich klarer erkennen mittels der Methode der 
Zeitwertquotienten, die vor kurzem in Untersuchungen*) über Ilefeenzyme eiii- 
geführt wurde, um über die Spezifität der kohlehydratabbauenden Enzyme, z. B. 
über die Verschiedenheit der A-Methylglucosidase von i\Ialtasc, der Raflinase von 
Saccharase zu entscheiden. Die Quotienten der /kMethylglucosid-, Uactose- und 
Raffinosespaltung zur Amygdalinspaltung, der J.aetose- zur Prnnasin-, der /i-U.lucosid- 
zur Prunasinspaltung und andere Zeitwertverhältnisse werden in süßen und bitteren 
Mandeln und Aprikoscnkerneii und in den daraus gewonnenen Präparaten verglichen. 
Keines der Zeitwertverhältnisse weist einen konstanten Wert auf. Die Schwankungen 
der Quotienten sind .so bedeutend, daß die Emulsinreaktionen als von einander un- 
abhängige Enzymwirkungeil und die Eniulsinpräparate als veränderliche Geini.schc 
sehr zahlreicher glucosid- und polyosenabbauender Enzyme erkannt werden. 

[176] B e s t i 111 111 u 11 g s m e t h o d e. 

Als Maße für die Wirkungen des Bhmilsins dienen uns die Zeitwerte der 5oproz. 
Spaltung von Amygdalin, Prnnasin, /U]\Iethylglucosid, Uacto.se und Raffinose und 
zwar die Anzahl Minuten, welche i mg Emulsinpräparat oder enzymhaltigc Pflanzen- 
.substanz brauchen würde, um bei 30,0 "" und optimalem 50% der theoretischen 
Monosenienge abzuspalten in 20 ccm Uösung aus 0,1000 g Amygdalin {3 H :0 ent- 
haltend) bzw. der äquivalenten Menge von 0,05765 g Prnnasin, 0,0793 g /i-Methyl- 
gluco.sid (mit lUO), 0,07034 g Uactose (mit 1 HzO), 0,2320 g Raffinose (mit 5 H;()). 
Unter theoretischer Menge werden venstaiideii 2 i\lole Glucose aus Amygdalin, i Mol 
(Bucose aus Prunasin, /i-Methylglucosid, Iyacto.se, i iMol (xalaktose aus Raffinose. 

Päx'liem. Z.S. Bd. s8, vS. ^28 [tomI- " Bioeliein. Zs. Bd. 3, vS. 535 [loo/j- 

') Während i mg unserer frischen Präparate in 10 bis 20 Limiten (Temperatur yy ‘) aus 
1 proz. Amygdalinlösung die Hälfte der theoretischen Glucoseiiicnge freiznlegen vermag, benötigen 
10 mg des von ÜIITA gereinigten Emulsins 2.| Stunden zu ca. 26% vSpaltung, .sogar bei der lein- 
peratur von 37°; nach unserer Zeitwertdefinition hat das Ohtasche Präparat, von welchem mg 
14400 Minuten zu 26,3% Spaltung braucht, also 17:7,211^! länger zu 50%, bei günstigerer iem- 
peratur aber weniger günstigem pn den Minutenwert 34(x)o. , 

6 R. WllylySTÄTTER und W, vStkibKI.T. Die.se Zs. Bd. 115, vS. 199 I1921] und R. W li J.SMThR 
und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 115, vS. 180 [19- G- 
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Die optimale Wasserstoffzahl ist, wie im folgenden gezeigt wird, für die Hydrolyse 
des Amygdalins 6, für Prunasin und /^-Methylgliicosid 4,9, für Dactose 4,7 und 
für Raffinose 4,1. vSie wird in allen Fällen mit Acetatgeniisch nach D. Micharms* 
eingestellt. 

Die Bestimmung der abgespaltenen Hexose mußte sowohl bei den Glucosiden 
wie bei den zusammengesetzten Zuckern mittels der Reduktionsmethode ausgeführt 
werden. Ihre Anwendung wird bei den Oxynitrilglucosiden durch die Gegenwart 
von Blausäure etwas kompliziert. Während K. OiiTA^ ohne Rücksicht auf die Blau- 
säure die abgespaltenc Glucose nach Pavy-Kumagawa-vSuto bestimmte, hatten 
R. J. Cardwrrr und vSt. D. Courtaurd^ schon früher erkannt, daß dieses analytische 
Verfahren bei der Bestimmung des Amygdalins versagt, da der Endpunkt durch auf- 
tretende Grünfärbuiig verschleiert wird. Ausführliche Angaben über die Bestimmung 
enthält die Untersuchung von H. E. Armstrong, E. F. ArMvSTRong und E. Horton 
Die Emulsinwirkung wird mit einem Tropfen vSchwefelsäure sistiert, diese mit Kaliuni- 
carbonat [177] neutralisiert und die Flüssigkeit eine halbe vStunde mit Wasserdampf 
destilliert, ehe die Gluco.se nach dem modifizierten Allilmvcrfalireii von Brown, 
Morris und Mirrar bestimmt wurde. Ob unter die.scn Bedingungen die Blausäure 
vollständig entfernt wird, ist nicht ersichtlich. Nach der veröffentlichten Kurve scheint 
die vSpaltung nur zu etwa 80% des theoretischen Glucosegehaltes geführt zu haben. 

Wir zogen es vor, aus der schwefelsauren Flüssigkeit, i bis 2 ccm loproz. vSchwefel- 
säure auf 20 ccm enthaltend, die Blausäure mit Was.serdampf abzutrennen, was in 
30 Minuten vollständig gelang. Es zeigte sich, daß unter diesen Bedingungen der 
Dampfdestillation das Amygdalin keine meßbare Hydrolyse erleidet. Die Glucose- 
bzw. Galaktosebestimmung führten wir .stets nach G. Sonntag') und G. Brrtrand^) 
aus. Der größte l'ehler ’) betrug i % , er blieb innerhalb der Fehlergrenzen der übrigen 
Vornahmen, z. B. der Dosierung des Enzyms. 

Auf diese Weise wurde die abge.spaltene Glucose des Amygdalins in ihrer ganzen 
Menge gefunden, z. B. aus 0,1 g Amygdalin mit 2 mg eines mittelmäßigen Emulsin- 
präparates bei 30" in 5 Stunden 99% der theoretischen Glucoscmenge. 

Ausführung. Im Jenaer Rundkolben von ^/2 1 Inhalt werden lo ccm i,oproz. 
Amygdalinlösung mit etwas Toluol, mit 2 bis 4 ccm Pufferlösung (' 7 10- Acetatgemisch 
im Verhältnis 20 Natriuni-ac. : i Es.sigsäure) und so viel Wasser versetzt, daß mit der 
hinzuzufügenden Enzymlösung das Volumen auf 20,0 ccm kommt, und im Thermostaten 

‘ Die Wa.s.ser.stoffioncnkonzentratioii, Berlin 1914, S. 189. 

^ Bioclieiii. Zs. Bd. 58. S. 329, und zwar S. 335 [1914]. 

^ Journ. cliein. vSoe. Bd. 91, vS. 666 [1907]. 

^ Proc. Roy. Soc., Ser. B, Bd. 80, S. 321 [1918]. 

9 Arbeiten a. d. Kaiserl. Gesundheitsamt Bd. 19, S. 447 [1903]. 

*) Bull. vSoc. Chiin. (3) Bd. 35, S. 1285 [1906]. 

9 Wenn auch nicht l)ezweifelt werden soll, daß die Be.stinnnung nach Ring und Rrndrr 
(A. R. Ring und Th. Rrndrr, Analyst Bd. 30, S. 182 [1905J; A. R. Ring und G. C. Jonrs, Analyst 
Bd. 33, vS. 160 [1908]), noch genauer Ist, .so finden wir doch die Kritik von W. A. Davis und A. J. 
Daish (Journ. of Agricult. vScience Bd. 5, S. 437, und zwar S. 445 und 468 [1912/13]) übertrieben 
scharf, welche die Analyse nach Brrtrand ..regard as only roughly approximate“. 
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auf 30,0 ° vorgewärmt. Die Knzymlösung, i bis 5 ccm, enthaltend ’/j bis 5 mg Emulsin, 
oder die vSuspension der Pflanzensubstanz, z. B. von 10 mg Pulver entölter Mandeln, 
lassen wir unter Umscliwenken einlaufeii und [178] beginnen die Zeitmessung in der 
Mitte der Einflußdauer. Eine Vergleiclisprobe zur Bestinmumg der Phgenreduktion 
des Emulsins, die übrigens gering, oft ganz unerheblich ist, oder des Pflanzcnmatcrials 
wird daneben in gleicher Weise, nur ohne Amygdalin ange.setzt. Nach der Reaktions- 
dauer, gewöhnlich 30 bis 60 Minuten, schalten wir die Emiiisinwirkung durch Zusatz 
von höchstens 2 ccm loproz. vSchwefelsäure aus. Dann wird die Flüssigkeit 30 Minuten 
lang' der Dampfdestillation unterworfen und zwar so, daß das Volumen tunlichst 
unverändert bleibt, und die Bestimmung nach BKiiTRANO ausgeführt. 

Beispiel. Angewandt wurde ein mit Essigsäure angesäuerter aminoniakalischer 
Extrakt aus entölten bitteren Mandeln (aus 20 g 500 ccm) und davon zur Messung 
verwendet 0,2 ccm (nämlich 1 ccm der fünffach verdünnten Eösung) entsprechend 
8 mg Mandclpulver. Einwirkung auf 0,1 g Amygdalin während 60 Minuten. Nach 
Bkrtrand wurden verbraucht 6,6 ccm 0,156 n-Pcrinangaiiatlösung. Daraus ergaben 
sich 33,4 mg Glucose, d. i. 47,5% vSpaltung. Für diesen Spaltungsgrad würde i mg 
nach der Proportionalität zwi.schen Geschwindigkeit und Enzymmenge 480 Minuten 
erfordern. Aus der Reaktionskurve der Ainygdalinspaltung (Abb. 2) ergibt sich zum 
Spaltimgsgrad von 47,5 der zugehörige Abszissenpunkt 15,6, also zum Abszissen- 
pnnkt 17 der 50proz. Spaltung die Zeit von 523 Minuten. Dies i.st der Zeitwert der 
aus I mg entölter Mandeln gewonnenen Emulsinlö.sung. 

Ebenso wurden die entölten Mandeln selb.st analysiert, nämlich aufgeschlämmte 
8 mg, indem wir 0,4 g anteigten, auf 100 ccm auffüllten und davon 2 ccm zur Be- 
stimmung anwandten. Perm. (0,15211) gef. 4,400111 entsprechend 21,28 mg Gluco.se 
und 30^/4% Spaltung. Daraus Zeitwert 480. Die Emuksinausbeute unseres Beispiels 
im Extrakte betrug 480:523 = 92%. 

Zur Bestimmung der Emulsiiiau.sbeute wenden wir ähnlich wie beim Invertin 
nach R. WiuUvSTÄTTKR und F. Rackk (Ann. d. Chem., im Druck) einen Menge-Zeit- 
Quotieiiten an, der Enzymmenge proportional, additiv, nämlich den Quotienten des 
in irgendeiner Form vorliegenden emulsinhaltigen Materials [179] (mg) und seiner 
Wirkungszeit. Z. B. lieferten 20 g Mandeln vom Zeitwert 480 (M:Z = 41,7) 0,55 g 
Emulsin vom Zeitwert 18 (M:Z -30,6); Aasbeute 73,5%- 

Die Bestinimuiig der übrigen quantitativ weit geringeren Wirkungen des Emulsins 
wird mit viel mehr Enzym amsgefülirt, z. B. mit der 20- bis 100 fachen Menge (50 bis 
250 mg Emulsin oder 500 mg Pulver von Mandeln), und mit viel größerer Zeitdauer, 
z. B. 6 bis 40 Stunden. Auch wird die Puffermenge hier vermehrt, gewöhnlich auf 
5 ccm n-Acetatmischuiig. Die Mengen der Substrate sind äquivalent, nämlich 
10 ccm 0,7930 proz. Eösung von /^-Methylglucosid (wasserhaltig), 

10 ccm 0,7034 proz. Eösung von Eactoschydrat, 

10 ccm 2,320 proz. Eösung von Raffinose (was.serhaltig), die mit Puffer und Enzym 
auf 20 ccm gebracht werden. 
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Nur ini l'all der Raffinose war auch ohne Knzyni die Hydrolyse des Substrates 
bei der in Betracht kommenden Wasserstof fionenkonzent rat ion von — 4,1 und der 
langen Hauer schon beträchtlich. Daher sind hier zwei Vergleichsproben zur Korrektur 
der Kupferwerte nötig, die eine mit äquivalenter Raffinoselösung und dem nämlichen 
Puffer wie im Versuch, die andere mit der Emulsinlösung - 1 - Puffer. 

Die enzymatische Reaktion unterbrachen wir in diesen Fällen, wo keine Dampf- 
destillation nötig war, durch Zufügen der alkalischen Seignettesalzlösung. 

Bei der Lactose ist die Spaltung nicht so einfach zu verfolgen wie bei den übrigen 
Substraten, da ja die Lactose selbst Reduktionsvermögen besitzt und zwar etwa 
7/10 von der Reduktionswirkung nach Hydroly.se. Es war am einfachsten, der Be- 
stimmung den Wubrauch von Permanganat nach Bkrtkand zugrunde zu legen, 
den wir z. B. für 

Spaltung von 0,07034 g Lacto.scliydrat 8,50 (X'in 
50% .. 0,07034 g ,, 10,30 ccm 

ioo?i> ., ,, 0,07034 g ,, - 12,10 ccm 

Permanganat (0,154 ^1) ermittelten. Genauere Angaben über die Analyse des Gemisches 
aus Lactose und ihrer Komponenten enthält eine nachfolgende Arbeit* von R.WiiX- 
vSTÄTTER und G. OppExXHEIMKR. [180] Mit den Spaltungsäquivalenten der Permanganat- 
zahlen war es möglich, die aus den gefundenen Permanganat werten abgeleitete Reak- 
tionskurve für Prozente gespaltener Lactose zu eichen. Diese Umwertung vereinfacht 
sich dadurch, daß die Reaktionskurve sich als genau logarithmisch erweist. 

(.) p t i m a 1 e W a s s e r s t o f f i o n c n k o n z e n t r a 1 i o n e n. 

Die meisten Untersuchungen über Emulsin sind noch ohne Berücksichtigung 
der Reaktion des Mediums ausgeführt worden. Schon 1909 haben C. S. Hudson 
und H. S. PainiU für die Salicinhydrolyse mit Emulsin schwach saure Reaktion 
(^1000 n-HCl) als optimal erkannt-, allerdings ohne Anwendung von Puffern. Unter 
Verwendung von Puffern im Sinne von SörensEN untersuchte Tv. Veequin'^ die 
Wirkung von Emulsin auf Amygdalin und Salicin und fand optimale Wirkung auf 
Amygdalin bei = 5,4 bis 5,7, auf Salicin bei 4,4. Zu derselben Zeit aber gaben 
G. Bertrand und A. Cümpton^ an, die Amygdalinspaltung verlaufe optimal in schwach 
alkalischem Medium, und an diese Beobachtung knü])fen G. Bertrand und A. Comp- 
TON^ in einer vor kurzem erschienenen Arbeit an, in der sie beim Altern des Emulsins 
eine Verschiebung des Wirkungsoptiniums vom schwach alkalischen in saures Gebiet 
finden. Das Emulsin dieser Autoreti dürfte frisch reicher, das von Vuequin ärmer an 
Amygdalase gewesen sein als unsere Präparate; beim Altern des Emulsins von Ber- 
trand und CoMPTON scheint vorwiegend Amygdalase zerstört worden zu sein. 

♦ Ahh. 64. ‘ Jl. Am. Chem. vSoc. 1 kl. 31, vS. 1242 [h/>9]- 

^ Nacli vS. J. M. Auei) (Jl. Chem. Soc. 1 kl. 03, 8.1251 [1008J) sollte für die Amygdaliii- 
spaltuiig neutrales Medium am günstigsten .sein. 

’ vSoe. Biol. Ikl. 70, S. 270 u. 763 [1911]. 

^ C. R. Bd. 153, 8. 360 [1911]. 

Bull. 8oe. eliim. France (4), Bd. 29, vS. 229 [192 ij. 
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Für die vSpaltuiig von Priinasin, ferner von Factose und Raffinose durch Emulsin 
enthält die Literatur keine Angaben über die Abhängigkeit von der Reaktion des 
Mediums; hinsichtlich der Lactosespaltung werden gewisse Ergebnisse von [181] H. E. 
Armstrong, E. F. Armstrong und E. Horton^ durch diesen Mangel beeinträchtigt. 
Für die vSpaltung der /i-Glucoside hat Emig IosChrr* in seiner letzten Arbeit über 
den „Einfluß der vStruktur der /LOlucoside auf die Wirkung des Emulsins“ „die für 
das Emulsin als günstig bekannte Konzentration von etwa lo benützt. 
Amygdalin. Phosphat- und Acetatjmffer wirken übereinstimmend. 

12,5 mg Mandelpulver ergaben mit 0,1 g Amygdalin in bo Minuten 

bei pW 6 mit Plinsphatmischung 60,3 "o vSpallung, 
pW 6 Acetatmisclmng 60.7% 

Die Abhängigkeit der Amygdalinspaltung vom />„ ermittelten wir mit 2 mg 
Emulsin vom Zeitwert 31 bei i stündiger Einwirkung auf 0,1 g Amygdalin (Tab. t): 
Optimum zwischen 5 und 6,5, in saurer Lösung von : ^ 3 (wie "/'oon-HCl) wirkungs- 
los, in spurenweise alkalischer J.ösung (/),j 9, Borat -f Salzsäure) schwache Wirkung. 


Tai)elle i. Amygdalin.spaltuiig bed versehiedeiien Wa.s.serstoffzalileii. 


3 

0 
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4 

•S.s 

62 

.|2.0 

0,40 

S 

11.5 


<S8,0 

0,8 ^ 

6 

1 2.0 

91 

104/) 

1 ,00 

7 

lü.i 

75 

b(),2 

0.58 

8 

5- 

37 

20. 1 

0, 1 0 

9 

'.5 

IO 

4/' 

0,04 


Für das Gebiet von 5 bis 6,5 wurden zwischenliegende Aciditäten in einer 
zweiten Versuchsreihe (Tab. 2) unter Anwendung von i mg Emulsin geprüft und das 
Optimum genauer bei = 6 gefunden. 


[182] 


Tabelle 2. Aniygdalin.spaltung zwischen pw 5 und 6,5. 


PitflVr 

Mis(’luinj4sz;ilikti 


Pu 


i'ini.'iiiKanat 
0,1 5(. 11 


5 Natriuniacetat 

4 Kssig.säure 

' i 

8,5 

92,3 

0,4 .sek. Phosphat 

9,9 prim. . . 

! 5.5 ' 

8,() 

93.1 

1,2 .sek. Pho.sphat 

8,8 prim. 

; ! 

1 6,0 

9.8 

7 -, 5 

2.0 vSek. Pho.sphat 

8.0 prim 

6,25 ■ 

9,0 

99 , 2 ; 

3.0 sek. Plnxspliat 

7.0 prim. 

1 05 1 

8,8 

: 95,0 


' A, a. O. ^ Die.se Zs. Bd. 107, vS. 176 [1919]. 

Willstättcr, Unzyme. 
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R. Wli,I,S'fÄTTKR und W. CsAnyI: 


Die Abb. i zeigt die Abhängigkeit der Kmulsinwirkungen auf Amygdalin, 
kactose und Raffinose von der Acidität und zwar so, daß gemäß der Annahme von 
L. Miciiakijs und H. Davidsoiin\ wonach ,,bei jeder der optimalen Wasserstoffzahl 



Abb. I. /?H-Wirkungskvirve des Iviiiulsins. 
vSpaltuiig a von Amygdalin, b von Lacto.se, c von Raffinose. 

nicht entsprechenden Acidität nur ein Bruchteil des vorhandenen Ferments in wirk- 
samer Form zugegen ist", dieser [183] Bruchteil (<'/’/ 0 ) in seiner Abhängigkeit vom 
Wasserstof fexponenten dargestellt wird. 

Prunasin. Für die Prunasewirkung des Emulsins liegt nach einigen orientieren- 
den Versuchen das Optimum bei etwas größerer Acidität, nämlich bei />„ = un- 
gefähr 4,4. 

60 mg Prunasin mit i mg Emulsin in 30 Minuten. 
pW — 6,0 Permanganat gef. 5,3 ccm vSpaltimg 74% 

/>H - 4.9 .. .. 5.9 83% 

Pii ■= 4.' .. 5.7 ecm ,, 80% 

/f-Methylglucosid. Für dieses vSubstrat ist Kmulsiri einerseits bei /)„ — 3 
wirkungslos, andererseits bei neutraler Reaktion schon sehr schwach wirkend. Die 
optimale Zone liegt von — 4,7 bis 5,1. 

In einer Versuchsreihe (Tab. 3) ließen wir 10 mg Emulsin vom Zeitwert 54 für 
Amygdalin und 10800 in bezug auf y^-Mcthylglucosid auf 80 mg Glucosid 13 vStunden 
bei 30 ° einwirken. Für Nr. i diente Olykokoll -|- vSalzsäure, für 2 und 3 Citrat + Salz- 
säure, für 4 und 5 Pho.sphatmischung als Puffer. 

Tabelle 3. Hydrolyse von /^-Melhylglucosid zwischen pw 3 und 8. 


Nr. 

Pif 

rt'itnniipanal 
0,154 >1 

ccni 

I 

3.0 

0 

2 

4,0 

6,6 

3 

4.5 

7.8 

4 

7.0 

0,3 

5 

8,0 

0 


‘ Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 [1911]. 
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Die zweite Versuchsreihe (Tab. 4) erstreckte sich nur auf das Gebiet der günstigsten 
Glucosidasewirkung ; von demselben Emulsinpräparat wurden 40 mg 6 Stunden bei 
Gegenwart von Acetatpuffer zur Einwirkung gebracht. 

[184] Tabelle 4. /i-Glucosidasewirkuiig bei günstigem pu. 


Na-Acctal- 

t'ssigsiiure 

Mischzahlt'ii 

v» 1 

rcrniangaiiat 
0,154 " 

1 

1 Spallung 

V4 

i TI ' 

1 4 1 

7.5 

8,1 

' 53 .b 

' S8,i 

/2 

Vr 

1 1 

5/1 

84 

i bo,4 

Vi 

5.3 ; 

8,0 

! 57.3 

«/z 

5 /-> 

7.5 

! 53 /'^ 


Eactose. Die Emulsinwirkung ist auch hier bei neutraler Reaktion schwach, 
dagegen noch bedeutend bei ^j, 3; darin erinnert die Lactase an die Mandelraffinase, 

die bei dieser Acidität noch beinahe oidimal wirkt. Das Optimum der Eactoscspaltuiig 
liegt scharf bei 4,2 bis 4,6. Die in der Tabelle 5 niitgeteilte Versuchsreihe ist Jiiit loo mg 
Emulsin vom Zeitwert 93 für Amygdalin, in 000 für Lactose ausgeführt; 70 mg 
Lactose, 30°, 16 Stunden. Die Puffer waren Acetatmi.schungen, nur bei />„ = i und 
8 Phosphate. 


Tabelle 5. Abhängigkeit der Lactosespaltung von der Wasserstoffzahl. 



Peniiangaiiat 

CCUl 

Spaltung 

% 


7' 

'/' 

34 

9,6 

3<) 

9,7 

0,62 


9,9 

39 

134 

0,85 

44 

10,1 

•M 

15,7 

1 ,00 

4,9 

10,0 

41 

14.3 

' 0,91 

6,0 

9,6 

3^1 

9,7 

; 0,62 

74) 

8.8 

i ‘"'•5 

2,3 

i 0,145 

8,0 

8,6 

i T5 

0.7 

0,045 


Raffinose. Die \Virkung.skurve des Mandelenzyms für Raffinosespaltung steigt 
von - 3 zum Optimum an, das bei 4,1 liegt, und fällt gegen p^^ ^ 4,7 hin steil ab. 
Die Kurve verläuft bei dieser Galaktoraffinase anders als bei der [185] hructoraffinase 
der Hefeh der Abfall im stärker sauren Gebiet wie auch gegen den Ncutralpunkt 
hin ist nämlich viel steiler. 

In der Versuchsreihe der Tab. 6 wirkten 100 mg Emulsin vom Zeitwert 93 
für Amygdalin, 142000 für Raffinose bei 30 40 Stunden auf 200 mg Raffinose. Die 
Puffer waren Acctatgeniische, nur bei py^ — i ,5 3 war Glykokoll -f Salzsäure 

angewandt. Der Anstieg der Kurve im günstigen Gebiet wurde durch ergänzende 
Bestimmungen mit Acetatpuffer nachgeprtift. 

^ R. WmnSTÄTTER und R. Kuhn, Die.se Zs. Bd. 115, S. 180, und zwar S. 186 [1921]. 

64* 
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R. WirxsTÄTTKR und W. Csänyt: 


Tabelle 6. Abhängigkeit der Kiiinlsin - raffinase von der Wasserstoffzalil. 



rcrmaiifjanat 
0,134 » 

Cl'Ill 

SpaltuiiR 

ii>' . II 

, i‘>g 

t (1 X 

<P 

'!> 

1,5 

0., j 

2,0 

\ o.n 

0,01 

.T<) 

10.5 

Ho. 5 i 

17.75 

0,87 

4.1 

11,0 

84,6 

20,30 

1 ,00 

4.7 

10.4 ' 

70,6 

17.^5 

0,85 

.S .3 

9.0 1 

68,5 1 

1^.55 

0,62 

7.0 

4.0 

29.3 1 

3 . 78 

0,19 


Reaktionsgeschwindigkeit und Kn z 3’ m in enge. 

\ on den Wirkungen des Kmulsins legen wir die Aniygdalinspaltung im allgemeinen 
der Ermittlung der Enzymausbeute in Eösungen und Präparaten und der Bestimmung 
des Reinheitsgrades, d. h. der Enzymkonzentration in den Präparaten zugrunde. 
Die quantitative Restimmung der Zeitwerte setzt aber voraus, daß für einen gegebenen 
Umsatz das Produkt aus Enzymmenge und Reaktionszeit konstant ist. Bei der Spaltung 
des Amygdalins erwies es sich mm in allen Fällen in dem praktisch in Betracht kommen- 
den Bereich und darüber hinaus als [186] zutreffemP, daß sich die Zeiten gleichen 
Umsatzes umgekehrt wie die Enzymmengen verhalten. 

Auch die Hydrolyse des />'-Methylglucosids, der T.aetose und der Raffinose prüften 
wir in dieser Beziehung, zumeist im Bereich von 1:10, und fanden, wie die Tab. 7 
zeigt, die Proportionalität von Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge erfüllt. 


Tabelle 7. Knzy nikonzcntration und ITiisatz. 


Substrat 1 | | lVrnia!i«aiuit , SpaUunn 


! 1 ’ 1 ccm 

"0 

Amygdalin . . 

! 0,5 

60 Min. 

5.62 

40,10 

1 . Versuch . . 

i 1 ,0 

30 .. 

5 . 6 5 

40.37 

Amygdalin . . 

i 0,5 

1 20 . , 

H. 5 ’ 

62,27 

2. Versuch . . 

1,0 

60 ,. 

<'^.3 

60,70 

/^-IMethylglucosid 

5.0 

10 

12 ,, 

15 vStd. 

«.5 

6,05 

92,27 

42,65 

1. \’ersuch . . 

50 

3 .. 

6, 1 5 

43,35 

//-IMethylghicosid 

KX.) 


5 . 3 5 

37.6 

2. Versuch . . 

! 200 

I .. 

5.. 10 

37.5 

Lactose .... 

! 20 i 

80 .. 

10.2 

47 


■10 

40 .. 

1 TO. 2 

47 


I(X) 

16 ,, 

10,1 

44 


200 

8 ,, 

10,0 

42 

Raffinose . . . 

20 

65 „ 

4.3 

32,0 


2 (X 1 

o'A.. 

4.2 

3 1 .0 


Da diese Nebenwirkungen des Emulsins, die Spaltungen der zusammengesetzten 
Zucker, vergleichsweise sehr schwach sind, so wäre es von Wert, in diesen Fällen die 

1 fj r (Jl. Cliein. vSoc. Jld. 9^, vS. 1251 [1908]) war zu dem Frgebiiis gekommen, 

(laß lediglich liei geringer Ivinnlsinkoiizeiitration die ('.esdiwiiidigkcit der Hydrolyse von Amygdalin 
proportional der Enzymmenge .sei. Vgl. auch H. E. Armstrong, E. V. Arm.strong und E Hor- 
ton, Proc. Roy. Soc., vSer. B, Bd. 80, vS. 321 (1908]. Hie.se Fänsehränkung fanden wir inde.s.sen 
nicht bestätigt. 



Zur Kenntnis des Emulsins. 


1013 


Prüfung der Proportionalität auf einen viel größeren Bereich ausziidelinen, wavS aber 
durch das Erfordernis vSehr großer P)nzyniniengen und sehr langer Versuchszeiten 
erschwert wird. Aus den [187] Beobachtungen der Hydrolyse, die z. B. mit 100 bis 
500 mg Enzympräparat ausgeführt sind, werden Zeitwerte abgeleitet, die sich gemäß 
der Definition auf die Wirkung von i mg beziehen. Es läßt sich nicht vermeiden, 
daß durch diese Umrechnung, welche die strenge Proportionalitätsbeziehung voraus- 
setzt, die Zeitwerte für die schwachen Eniulsinwirkungen ungenau werden. Ohne- 
dies sind diese nur viel weniger genau zu bestimmen als die Hau])twirkungen des 
Emulsins, weil in den erforderlichen langen Bestimmuiigszeiten die Reduktionswirkung 
in den Kontrollprobcn (z. B. bei der Analyse der Mandeln in den vSuspensionen der 
Pflanzensubstanz) einen ansehnlichen Bruchteil im Vergleich zur Bestimmungslosung 
ausmacht. 


Zur Kinetik der Eniulsinwirkungen. 

Über die Kinetik der Wirkungen von Phnulsiii auf /i-Mcthylglucosid, T.aetose’ 
und Raffinosc finden sich keine Aufschlüsse in der Eiteratur. Ihisere Beobachtungen 
über den zeitlichen Verlauf dieser Reaktionen, die in den Tab. 8, () und 10 ver- 
zeichnet sind, lassen erkennen, daß sich diese Hydrolysen dem Gesetz der monomole- 
kularen Reaktion fügen. 


Tabelle 8. 

Zeitlicher Verlauf der /)-i\Iethylgliicosiclspaltuiig. (o.Sproz. (Uucosidlösniig, 100 mg 

Emulsin, ]()'\) 


Zeit 

Stiiiukn 

l’cnn.'in^aiial 

(TtU 

SpaltuiiK j 

I ( )* a 

ln 

( <1 - X 


1,2 


370 

l() 

6,8 

4-3.35 

■ IIO 

19 

8.0 

57.45 

45 ^^ 

^3 

8,6 

62,0 

• 120 

26 

<),() 

^>5.1 

410 


1 1 ,0 

8 T ,0 : 

400 

48 

11,4 

34.^ : 

380 


Tabelle <). 


er Eactosespa 

Itung. (o,7proz 

Eösung. 500 mg 

T'hnulsin, pu 


renuaiin.'uiat 

; 


Zeit 

0 , 15 ^ n 

Spaltung 

ln 

Stuiitleii 

ccm 

"0 : 


4 

O.r 

15 

.|I 0 

7 

9-4 

•^4 

390 

2 1 

10,5 

55 

380 

24 

10.7 

61 

390 

30 

1 1 ,0 

60,5 ! 

3 ‘/> 

46 

11.55 

35 i 

410 


‘ Die Versuche von TT. E. Armstroni;, Iv T'. Armstrong und IvHTorton behandelten 
noch ohne Einstellung günstiger Acidität den Idiifluß des Verhältnisses zwischen der Menge von 
Mandellactiise und der Eactosemenge, ohne zu einem brauchbaren Ausdruck für die P.eaktions- 
gescliwindigkcit zu gelangen. 
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Tabelle lo. Verlauf der Raf finosespaltuiig. {2,3proz. Ivösung, i g Kmulsin, pn 4,2; 30°.) 


Zeit 

Sliinilen 

Pcrtnangaiiat 
0,154 n 

Spaltung 

-^-In 3* 

I 


3.5 

351 

27 ; 

M 5 

«.5 

355 

6 

2.5 

18,0 

330 

9 

3.5 

25,6 

328 

22/2 

7.3 

55.2 

350 

26 

S.o 

60,5 

35b 

3ü'/2 

«,7 

66.0 1 

352 


Demnach stimmen die Enzyme des Emulsins, welche die Eactose, Raffinosc und 
das /^-Methylglucosid spalten, in ihrer Kinetik mit der vSaccharase und Raffinase aus 
Hefe überein, also diejenigen Mandelenzyme und diejenigen Hefeenzyme, deren 
Wirkungsoptimum in ausgesprochen saurem Gebiete liegt. Auch für die vSpaltung 
des Salicins durch Emulsin gilt das nämliche; diese ebenfalls in saurem Medium 
am besten erfolgende Hydrolyse zeigt nach C. S. Hudson und H. S. Paine' den 
Verlauf einer monomolekularen Reaktion. 

Anders steht es um den zeitlichen Verlauf der Amygdalinspaltung, der in der 
Tab. TI und in der [189] Reaktionskurve, Abb. 2, dargestellt wird, mittels deren 

wir aus den jeweils beobachteten vSpal- 
tungsgraden die der 5oproz. Spaltung ent- 
sprechenden Zeiten ermitteln. Hier fällt 
die Geschwindigkeitskonstante im Verlaufe 
der Hydrolyse ab. Mit dieser Eniulsinreak- 
tion verhält cs sich indessen nicht ganz so 
wie mit den Hydrolysen der Maltose und des 
o-Methylglucosids durch Hefeenzyme, die 
einen vom monomolekularen Gesetz noch 
mehr abweichenden Verlauf nehmen. Aber 
eine gewisse Analogie besteht auch hier in 
der Kinetik der Enzyme, die bei ähnlicher Wasserstoffionenkonzentration optimal 
wirken, nämlich bei spurenweise sauerer und bei schwach saurer Reaktion. 

Tabelle ii. 

Kinetik der Aiiiygdalinhydrolyse. ( i proz. Lösung ; 2,5 mg Emulsin, 30".) 


12 

-.0 

6,68 

575 

24 

b 57 

ie.95 

483 

40 

2,10 

14,50 

492 

6(; 

3,15 

22,03 

414 

90 

4.50 

31.84 

425 

120 

5.50 

39.24 

415 

i8ü 

705 

51.75 

404 

1200 

12,65 

96,00 

257 


' Jl. Am. Cliem. vSoc. Bd. 31, S. 1242 [1909]. 
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Abb. 2 . Zeitlicher Verlauf der Amygdalin- 
Oluco.se-vSpaltung (/),{ O; 3(j^). 
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Hinsichtlich der Abspaltung von Glucose aus Amygdalin ist zu berücksichtigen, 
daß es sich nicht um eine einfache [190] Reaktion handelt, sondern um kombinierte 
Amygdalase- und Rrunasewirkung und daß die für die gesamte Glucosebildung gün- 
stigsten Bedingungen (/)„ “ 6) für jede der beiden enzymatischen Teilreaktioiicn, 
besonders die der Brunasc, nicht optimal sind. 

Auch frühere Autoren * kamen hinsichtlich der Kinetik der Amygdalinhydrolyse 
zu Abweichungen vom monomolekularen Verlauf; diese älteren Untersuchungen können 
aber für den Zweck der Zeit wert bestimmung nicht herangezogen werden, da sie nicht 
bei günstigster Acidität und nicht in genau definiertem Medium vorgenoinmcii sind. 

Darstellung des Kmulsins. 

Emulsin wird bisher durch Ausziehen von Mandeln mit Wasser gewonnen und 
zwar ein unbekannter Bruchteil der vorhandenen Enzymmenge; unbekannt ist auch 
die Erhöhung der Enzymkonzentration von den Mandeln zum Präparat. 

Die ältesten Vorschriften für die Darstellung von F. Wötit.kr und J.Tjfjuo* 
und von P. Robiquet^ werden, nur geringfügig modifiziert, noch allgemein benützt. 
Nach E. Bouroukeot^ und H. Hkrissev werden süße Mandeln enthäutet, zer- 
stoßen und mit der doppelten Menge von mit Chloroform halbgesättigtem Wasser 
24 Stunden maceriert. Nach dem Kolieren wird der Auszug durch Ansäuern mit etwas 
Essigsäure vom Eiweiß (,, Casein“) befreit und mit dem 4fachcn Volumen Alkohol 
gefällt. Nach H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und F^. Horton verwendet man 
süße oder bittere Mandeln, die in Brei verwandelt, durch Pressen (freilich un- 
vollkommen) entölt und 24 bis 48 Stunden mit dem Doppelten oder [191] Dreifachen 
an Toluolwasser ausgezogen werden, am besten bei 10 bis 20'’. Aus dem Filtrat wird 
wieder mit ein wenig Essigsäure Albuminoid beseitigt, ehe es mit nur dem gleichen 
Volumen Alkohol gefällt wird. Das Ausziehen des Emulsins nimmt man auch mit 
verdünnter Essigsäure vor, um die durch sie koagulierbaren Proteine fernzuhalten: 
z. B. sollen nach D.H. WEvSTEr‘) die zerkleinerten, aber nicht entölten Mandeln mit 
nur dem gleichen Gewicht iproz. Essigsäure maceriert werden. 

Um mit Wa.sser oder Essigsäure einen einigermaßen beträchtlichen Anteil des 
Emulsins zu gewinnen, ist aber viel mehr Uösungsmittel nötig. Mit der fünffachen 
Menge i proz. Essigsäure vermochten wir durch 24stündiges Maceriereii z. B. 29, 

‘ Vgl. vS. J. M. AUCD (a. a. O.), der die Spaltung des Amygdalins durch Blausäurehestininmng 
gemessen hat, und II. F. Armstrong, Iv. V. Armstrong und F. HürTün (a. a. O.), die den Ver- 
lauf der Hydrolyse .sowohl durch Bestimmung der Glucose wie der Blausäure verfolgten. 

^ Fiebigs Ann. der Chem. Bd. 22, S. i [1837]- 

^ Jl. Pharm. etChim. (2) Bd. 24, vS. 326 [i8pSJ; vgl. Fiebigs Ann. der Chem. Bd. 28, vS. 289 
[1838]. 

Arch. d. Pharmazie Bd. 245, 8 172 [1907]- 

5 ThAse, Paris 1899. 

^ Proc. Roy. vSoc., Ser. B, Bd. 80, S. 321, und zwar vS. 324 [1908J. 

b Anleitung zur Darstellung phytochem. t)bung.spräparate, Berlin 1913, S. 120. 
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mit dieser Menge Essigsäiire-Natriumacetatgemiscli von 6 z. B. 32% des Emul- 
sins der Mandeln in Eösiing zu bringen, wenn diese gänzlich entölt waren. 

Der Reinheitsgrad der Emulsiiipräparate läßt sich steigern, wenn sic nach dem 
Trocknen in Wasser aufgelöst, wobei unlöslich gewordenes Protein mit einem nur 
geringen (Ichalt an Emulsin zurückbleibt, und nochmals mit Alkohol gefällt werden. 
Mit dieser Reinigung und bei Anwendung der größeren Eösimgsniittelmcngen erhielten 
wir z. B. aus 18,7 g entölten, bitteren Mandeln 0,3 g umgeschiedencs Emulsin vom 
Zeitwert 31,4, entsprechend 22% Ausbeute. 

Die unbefriedigende Ausbeute wird dadurch verschuldet, daß das Emulsin von 
der Pflanzensubstanz an Wasser oder Essigsäure zu schwierig abgegeben wird. Es 
scheint in ihr durch Adsorption festgelegt zu sein. Beim Behandeln mit sehr verdünntem 
Ammoniak gelingt cs aber, das Emulsin freizulegen und in guter Ausbeute zu isolieren. 
Zugleich wird dabei das Verhältnis zwischen den Enzymen und den Begleitstoffen 
verbessert, der Reinheitsgrad der Präparate schon vor dem Unischeiden günstiger. 
Die Alkalimenge, die von der Pflanzensubstanz bis zum Eintritt alkalischer Reaktion 
aufgenoninien wird, ist so bedeutend, daß man die Mandeln zweckmäßig mit dem 
2 •/Dachen von 10- Ammoniak behandelt. Die praktische [192] Ausbeute (ungerechnet 
die in den Mandelrück.ständcn hinterbleibcnden Anteile der Phizymlösung) in den 
ammoniakalischen Auszügen läßt sich erst nach dem Ansäuern mit Essigsäure durch 
die Zeitwertmessung bestimmen. vSie betrug nach dem Ausfällen von Eiweiß in einigen 
Versuchen 85, 90, 82 und 88%. 

Die Mandeln werden zunächst in trockenes, ölfreies Pulver verwandelt. Um sie 
zu enthäuten, erwärmt man sie eine Viertelstunde in Wasser von 60 bis 70''. Man 
trocknet sie oberflächlich an der Ruft, zerkleinert sie in der Mandelmühle und ent- 
zieht ihnen in der hydraulischen Presse die Ilauptmenge des Öls. Darauf werden 
sie mit dem Dreifachen au Äther in einer Flasche extrahiert, nach dem Absaugen 
in der Walzenmühle gemalilen und nochmals mit der do])])elten Menge Äther aus- 
gezogen, abgesaugt und nachge waschen. Das in einem warmen Duftstrom getrocknete 
Material wird in einer vSiebmühle aufs feinste gemahlen. An Ihilver, das für die Be- 
stimmungen im Vakuuniexsiccator zu trocknen ist, erhält man etwa ein Drittel vom 
Gewicht der Mandeln. Beim Aufbewahren nimmt es an enzymatischer Wirkung ab, 
z. B. in einem halben Jahre um 10%. 

Wnschiedene Proben von ölfreiem Pulver aus süßen wie aus bitteren Mandeln 
ergaben ziemlich übereinstimmende Zeitwerte für Amygdalin.spaltung : 425, 480 
und 500. 

lOü g Mandelpulver verrühren wir in einer Flasche mit 250 ccm "/lo- Ammoniak 
und schütteln nach Verdünnen mit weiteren 100 ccm Was,scr 5 vStunden lang mit der 
^Maschine. Den ammoniakalischen Auszug trennt man am besten mittels der Zentri- 
fuge von den Rückständen, um diese sogleich in den Zentrifugengläsern wieder mit 
100 ccm Wasser unter Zu.satz von 10 ccm "/lo-Aninioniak anzurühren, von neuem zu 
zentrifugieren und ebenso einen dritten Au.szug zu bereiten, abermals, falls die alkalische 
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Reaktion verschwunden ist, unter Zusatz einiger Kubikzentiiiieter Aninioniak. Die 
vereinigten Auszüge, etwa */>l, enthalten 0 o% der Trockensubstanz der Mandeln. 
Phnen großen Teil der Kiweißstoffe, etwa 8?o Voni Pflanzeninaterial, fällen wir, wie 
üblich, mit verdünnter P^ssigsäure (300 ccm "/lo oder 60 ccm "/j) aus; der Niederschlag 
enthält 5 bis 8% vom Kmulsin 

[193] Das P'iltrat gibt schon mit wenig 95 proz. Alkohol (30% seines Volumens) 
eine P'ällung, die hauptsächlich aus Eiweiß und Gummi besteht, aber auch ca. 20% 
der Enzyme einschließt. Trennt man die.se Praktioii ab, so wird das Rohprodukt 
des Emulsins reiner. Aber da für das Präparat doch eine ümfällung erforderlich Ist, 
bewährt es sich nicht, die etwas verlustbringende fraktionierte P'ällung vorzunehmen. 
Daher fällen wir die Rösung mit der dfachen Menge vS])rit und i.solieren mittels der Zentri- 
fuge den rein weißen Niederschlag, der mit absolutem Alkohol und Äther gewasehen wird. 

In der essigsauren Eösung, auch in 30% Alkohol enthaltender, ist das Emulsin 
praktisch beständig, Gegenwart von Alkohol hemmt die Amygdaliiispaltung deutlich, 
10% Alkohol in der Reaktionsflüssigkeit erniedrigt die Wirkung um etwa ein Viertel. 

Das Rohprodukt betrug exsiccatortrocken 2,5 bis 3,5 g, beispielsweise \'oni Zeit- 
wert 25, 22, 18, 16, was Ausbeuten von etwa 60 bis 75% der Theorie entspricht. 

Durch die Pällung und Trocknung i.st ein Teil des noch beigemeiigten Proteins 
unlöslich geworden. Daher läßt sich der Reinheitsgrad leicht durch Umscheiden ver- 
bessern. Das feine Pulver teigt man mit wenig Wasser in der Reibschale an und 
s})ült es mit dem Dreißigfachen von Wasser in die Zentrifugenghlser über, in denen 
die Eösuiig geklärt wird. Darauf fällt man das Paiiulsin zum zweiten Male mit Alkohol, 
wenn es für die Ausflockung nötig ist unter Zusatz einer S])ur Calciumchlorid. Diese 
Reinigung ließ sich fast ohne Verlast airsführcn, die umgefällten Präparate wiesen 
Zeitwerte von 10 bis 18 auf. 

Während ein llandelsprä])arat, für das wir z. B. den Zeitw'ert 130 ermittelten, 
gut haltbar ist, fanden wir die guten Emulsinprä])arate schlecht haltbar, namentlich 
die durch Umscheiden gereinigten hochwertigen Präparate. Ein Rohprodukt vom 
Zeitw'ert 22 hielt sich über einen Monat unverändert, aber in 0,05 proz. Lösung (toluol- 
haltig) verschlechterte es sich zum Zeitw^ert 42,5. Bei einem umgcfällten Präparat 
verschlechterte .sich der Zeitwert 18 in 3^- Monaten zu 25, in [194] weiteren 2‘ j Monaten 
zu 54; ein anderes Präparat erlitt Einbuße an W'irk.samkeit, entsprechend den Zeit- 
werten 10; 18. 

Die Emulsinprä])arate sind in Wasser klar löslich, hellbräunlich bei großer Kon- 
zentration. Die Lösung wird durch vSalzsäure gefällt. Das Emulsin zeigt auch nach 
langem Erwärmen mit Wkisser keine reduzierende Wirkung auf P'ehlingsche I.ösung, 
während dies nach C. Nrubi-rg und P\ Makx‘ bei Handelspräparaten gefunden wird. 
Dagegen tritt noch bei langdaucriidem Erwärmen mit verdünnter v8aure etw'as Reduk- 
tionswirkung auf. Man findet stets noch sclnvachc Millon- und Biuretreaktion und 
Xanthoproteinreaktion. Ein Präparat vom Zeitwert 18 zeigte [ajDr- — 6oL 

' Biochem. Zs. Bd. 3, 8. 535, und zwar S. 538 [1907]. 
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Quotienten der P^mulsin Wirkungen in Mandeln und Preäparaten. 

In einigen Beispielen von Zeitwertbestimniungen, nämlich für die Kmulsinwir- 
kungen auf Amygdalin, Prunasin, /^-Methylglucosid, I.actose und Raffinose, beginnen 
wir die enzymatische Analyse der als Ausgangsstoffe für Kmulsin in Betracht 
kommenden bitteren und süßen Mandeln und Aprikosenkerne (Tab. 12 und 14) und 
die enzymatische Beschreibung von Eniulsinpräparaten (Tab. 13 und 15). Diese 
Analyse muß ausgestaltet und in größerem Maßstab, nämlich mit zahlreicheren Proben 
fortgesetzt und auf eine größere Zahl von vSubstraten ausgedehnt werden. vSie ergibt 
zunächst das Verhältnis der verschiedenen enzymatischen Wirkungen in Pflanzen- 
stoffen und Präparaten. Damit ist zwar das Verhältnis der Mengen der entsprechenden 
Knzyine nicht gegeben, aber da die Enzyme in so hohem Maße spezifische Reagenzien 
für den Abbau von Polyosen und Glucosidcn sind, so ist es wahrscheinlich, daß gleichen 
hydrolytischen Wirkungen auch älinhche oder vergleichbare Konzentrationen der 
Phizyme entsprechen. 

Die cpiantitative Untersuchung der Mandeln wird darüber Aufschluß geben, 
welche Ausgangsstoffe für die einzelnen Komponenten des unter dem Namen Emulsin 
bekannten Gemisches besonders geeignet sind. Nach dem vorliegenden noch spär- 
lichen Material ersclieinen z. B. die Apriko.sen kerne für die [195] Galaktoraffinase 
als ein günstigeres Material wie Mandeln (Zeitwert 300000 statt 600000). 

tlin Hauptzweck der Analy.se war, zu prüfen, ob für jeden einzelnen Fall der 
Hydrolyse ein spezifisches Enzym hervorgebracht wird. Wenn einem Enzym die 
Fähigkeit zukommt, mehrere Substrate, wie Zucker oder Glucoside zu spalten, so 
w'crdcn sich gleiche Zeitwertquotienten dafür ergeben bei verschiedenen Ernten oder 
Proben des.selbcn pflanzlichen Ausgang.smaterials oder bei verschiedenen pflanzlichen 
Ausgangsstoffen oder beim Vergleich von frischem und gealtertem Pflanzenmaterial 
oder beim Vergleich des Pflanzenmaterials und der daraus gewonnenen Präparate 
oder bei Präparaten nach gewi.s.sen Fraktionierungen, Prä])araten von verschiedenem 
Reinheitsgrad, Präparaten von ungleichem Alter. 

Für dieses Ziel der Untersuchung war cs daher unerheblich, ob das Pflanzen- 
material und ob das Emulsinpräparat frisch oder gealtert zur Analyse diente. Die 
enzymatische Wirksamkeit nahm beim Aufbc wahren der trockenen Mandelpulver 
und der Emulsinpräparate ab, die untersuchten Emulsinproben waren in bezug auf 
den Zeitw'crt der Amygdalinspaltung von 10, 18 und 41 auf 18, 54 und 93 zurück- 
gegangen. Aber da das Altern wie die Isolierung und Reinigung eine Gelegenheit zur 
Verschiebung des Zeitwertverhältnisses bietet, so sind die Produkte von vermin- 
derter Wirksamkeit nicht weniger geeignet für unsere Schlußfolgerungen wie frische. 

Für die f Jberein.stimmung irgendwelcher Zeitwertverhältnisse haben sich bisher 
keine Anhaltspunkte ergeben. 

Beim Vergleich von bitteren Mandeln und einem Handelspräparat von Emulsin 
erscheint die Übereinstimmung des Quotienten von ^-Mcthylglucosid- und Amygdalin- 
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Spaltung, auch von Raffinosc- zu Ainygdaliiispaltung bemerkenswert, aber das Ver- 
hältnis zwischen hactose- und Amygdalinspaltung ist hier weit abweichend. Gerade 
dieses Verhältnis ist bei unseren Emulsinpräparaten ähnlich wie im Ausgangsmaterial, 
dagegen das Verhältnis von /?- 01 ucosid- zur Amygdalinspaltung schwankend, das 
Verhältnis Raffinosc- zu Amygdalinliydrolyse von dem entspreclienden Zeitwert- 
quotienten der Mandeln weit abweichend. 

[196] Das Verhältnis der Dactase zur rrunase ist veränderlidi, nämlich 577 bei 
Aprikosenkernen, 3740 in einem IIandels])räparat von Emulsin, das \'erliältnis 
zwischen ^-Mcthylglucosidasc und Rrunase ist gleichfalls veränderlich, ino in einem, 
277 in einem zweiten von unseren Emulsinpräparaten. Zwischen Eactasc und Rrunase, 
zwischen / 1 -Glucosidase und Rrunase besteht also kein Zusammenhang. Die von 
C. NkubkrG ^ im Emulsin entdeckte Raffinase hat zu den Amygdalin spaltenden 
Enzymen, überhaupt zu den anderen Enzymen des Emulsins keine Beziehung, denn 
der Quotient aus Raffinosespaltung und anderen vSpaltungen differiert stark, das 
Verhältnis zwischen Raffinosc- und Amygdalinhydrolyse wurde bei bitteren Mandeln 
— 1220, bei süßen - 342 gefunden. 

Auch aus den Zeitwertverhältnissen zwischen Rrunasin- und Amygdalinspaltung 
sind noch keine einfachen Schlußfolgerungen zu ziehen. Das Substrat Rrunasin ent- 
steht durch Amygdalasewirkung; die Rrunase hängt daher in der Erlangung ihres Sub- 
strates vom Umsatz der Amygdalase ab. Für die Wirkung der Rrunase sind die 
günstigsten Bedingungen der Gesamtamygdalinspaltung nicht optimal. Der Quotient 
Rrunasin- zu Amygdalinspaltung stimmt in drei von uns dargestellten Emulsin])rä- 
paraten (0,6, 0,7, 0,6) nahezu überein, aber der abweichende Quotient 0,93 bei einem 
käuflichen Emulsin zeigt, daß auch zwischen diesen Zeitwerten kein festes Verhältnis 
besteht. Für jedes Emulsin mit einem Quotienten, der von 0,6 bis 0,7 abweicht, sollte 
das optimale besonders bestimmt werden; da dies nicht geschehen ist, sind hier 
die Zeitwerte für Amygdalinspaltung und die daraus abgeleiteten Quotienten erheblich 
ungenau. 

Es bleibt zu untersuchen, wieweit für die Spaltung der miteinander näher ver- 
wandten Rhenolghicoside wie Salicin, Hclicin, Coniferin, Arbutin u. a. die Zeitwert- 
verhältnisse verschieden sind, und es wird sicli daraus ergeben, wie weitgehend die 
Spezifität der glucosidspaltenden Enzyme der Rflanzensanien ist. 

Bei allen bis jetzt untersuchten Emulsinreaktionen handelt es sich um Wirkungen 
von Enzymen, die voneinander unabhängig und in veränderlichen Verhältnissen ge- 
mengt auftreten. 

[197] Bestimmungen zur Tabelle 12. 

Für die Analyse dienten die Pulver von Mandeln, die wie zur Fmulsindarstellinig vollkommen 
entölt und getrocknet waren. 

I. Amygdalinspaltung. Bittere Mandeln, ältere Probe. 10 mg während 41 Minuten, Perm. 
0,154 n, 6,0 ccm, vSpaltung 43,32%, entspr. Zeitwert 528. 

Bittere Mandeln, frische Probe. 10 mg in 30 Minuten, Perm. 4,45 ccm, Spaltung 35,1%, 
entspr. Zeitwert 500. 

‘ Biücliem. Zs. Bd. 3. S. 519 [1907J. 
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Süße ^landein, i Jahr alt. lo mg in 40 Minuten, Perm. 0,154 n, 3,0 ccm, Spaltung 20,6%, 
entspr. Zeitwert 1237 (gegen 5(X) in frischem Zirstand). 

Aprikosenkerne. 10 mg in 30 Minuten, Perm. 0,15711, 2,3 ccm, vSpaltung 16%. — lo mg 
in 65 Minuten, Perm. 4,5 ccm, vSpaltung 32%. — Zeitwerte 1200 und 1250. 

2. PrunasiiLspaltimg. Aprikosenkerne. 10 mg in 60 Minuten, Perm. 0,15411, 3,0 ccm. — 
Sjialtung 41,23%. entspr. Zeitwert 766. 

3. /i-Methylgluco.sid.spaltung. liittere Mandeln, ältere Probe. 250 mg in 1380 Minuten, 
Perm. 0,15411, 7,0 ccm, Spaltung 49,75%, entspr. Zeitwert 345 (X)o. 

Bittere Mandeln. Frische Probe. 250 mg in 1440 Minuten, Perm. 7,3 ccm, vSpaltung 52 ”0 , 
entspr. Zeitwert 339000. 

Süße Mandeln, i Jahr alt. 250mg in 1020 ^limiten, Perm. 5,7 ccm, vSpaltung 40,1%, 
entspr. Zeitwert 332000. 

4. Lactosespaltung. Bittere Mandeln, frische Probe. 1 25 mg in 1380 IMiiiutcn, Perm. 0,1 54 n, 
9,0 ccm, vSpaltung 14%, entspr. Zeitwert S60000. 

Aprikosenkerne. 125 mg in 1770 Minuten, Perm. 0,15,111, 9,5 ccm, vSpaltung 28%, ent.spr. 
Zeitwert .142000. 

5. Raffinosespaltung. Bittere Mandeln, ältere Probe. 250 mg in 1290 Minuten, Perm. 
3,8 ccm, vSpaltung 27,9%, entspr. Zeitwert 645000, 

Bittere Mandeln. I'rische Probe. 250 mg in i.j. 10 Minuten, Perm. 0,15411, 4,4 ccm, vSpab 
tiing 32,4%, entspr. Zeitwert 610000. 

Süße iMandeln, i Jahr alt. 250 mg in 1020 Minuten, Perm. 0,15411, 4,500111, Spaltung 
33,1%, entspr. Zeitwert 423(X)0. 

Apriko.senkerne. 125 mg in 1770 Minuten, Perm. 5,2 ccm, vSpaltung 38,5%, entspr. Zeit- 
wert 3(.)8ooo. 


Bestimmungen zur Tabelle 13. 

j. .Auiygdalinsjialtuiig. Präparat Kr. 1; 0.8 mg in 30 Minuten, Perm. 0,1 54 11, 8,1500111, 
Spaltung 58,5%, entspr. Zeitwert 18. 

Präp. Kr. 2. i.oiiig in 31 Minuten, Perm. ,1,8 ccm, vSpaltung 33,6 "o, entspr. Zeitwert 54. 

Präp. Kr. 3. 1,0 mg in 40 Minuten, Perm. 3,800111, vSpaltung 26,3%, entspr. Zeitwert 93. 

Haiidelspräp. 4,0 mg in 30 Minuten, Perm. 0,15411, 6,400111, vSpaltung 45,3%, ents])r. 
Zeitwert 140. 

[198] 2. Pruiiasiuspaltuiig. Prä]). Kr. 1. 1,0 mg in 24 Minuten, Perm. 0,15.1 11., 5,5 ccm, vSpal- 
tnng 77,.].%, ents])r. Zeitwert 11. 

Präp. Kr. 2. 2,0 mg in 21 Minuten, Perm. 3,800111, Spaltung 52,6%, entspr. Zeitwert }(). 

Präp. Kr. 3. 2,0 mg in 38 Minuten, Perm. .],.] 00m, vSpaltung 61,2%, entspr. Zeitwert 56. 

Haiidelspräp, 4,0 mg in 30 Minuten, Perm. 3.400111, vSpaltung 47%, entspr. Zeitwert 130. 

3. /i-Methylgluco.sidspaltung. Präp. Kr. i. 4,0 mg in 2340 Minuten, Perm. 5,700111, vS])al- 
tung 40,1%, entspr Zeitwert 12200 

Präp. Kr. 2 .(o mg in 360 Minuten, Perm. 8,4 00111, S])altung 60,4%, eiitsjir. Zeitwert 10800. 
Präp. Kr. 3 20 mg in 300 Miimteii, Perm. 2,25 00111, Spaltung 1 5,7 "0 , entsjir. Zeitwert 22600. 
Haiidelspräp. 200 mg in 900 Minuteii, Perm. 10,200111, vSjialtiing 74,6%, entspr. Zeitwert 

90000. 

4. Lactü.se.spaltimg. Präj). Kr. i. 36 mg in 1 500 ^Minuten, Perm. 0.154 n, 11,2800111, vSpal- 
tung 77%, entspr, Zeitwert 26400. 

Präp. Kr. 2. 100 mg in 1440 Minuten, Perm. 11.200111, vSpaltung 75%, entspr. Zeitwert 

75 000. 

Präp. Kr. 3. 100 mg in 96(; ^Minuten, Perm, lo.i 00111, Spaltung 44%, entspr. Zeitwert 

j 1 1 000. 

HaiideLsprä]). 3(x) mg in 360 Alimi teil, Perm. 9.100111, vSjialtung 15%, ent.spr. Zeitwert 

486000. 

5. Raffino.se.s])altung. Präp. Kr. 1. 20 mg in 2700 Minuten, Perm. 3,100111, vSpaltung 

22,6 ?o, entspr. Zeitwert 140000. 

Präp. Kr. 3. 2(X) mg in 390 ^Minuten, Perm. 0,15411, 4,200111, vSpaltung 30,9%, ent.spr. 

Zeitwert 142000. 

Handel.sprä]). 2(x) mg in 1 380 Minuten, Perm. 8,900111, vSpaltung 68%, entspr. Zeitwert 

1 70000. 
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Tabelle 12, Iviizyniatische Analyse verschiedener Mandeln. 


Xr. j Zeitwert für 

Hit leie 

,\ltere Prolie 
(5 Moll.) 

Maiulelii 

j l-iisclie rrolM' 

Süße M.iiKielii 

.Ajiiikoseiikeine 

I i Aniygdalinspallung, . . . 

528 

500 

1240 

1200, 1250 

2 Pnniasinspaltung .... 


i 


770 

3 1 /?-Methylglucosi(ispaltiing . 

315 » 

1 ^^(joon 

332000 

- 

4 Pactosespaltung 

— 

860000 


3,|2ooo 

5 ' Raffinosespallung .... 

645000 

öioooo 

3 23 (K)0 

30S 000 


[199] Tabelle 13. Verschiedene \Virkiinj;en von banulsiiipriiparaten. 




Trap, Nr. r. 

I’tap. Nr. ^ 

Prap. Nr. 


xr, ! 

Zeitwert tür 

Zeitw. f. Am\>;(lalin 

Zeitw. I. .\invmlaliii Zeitw. 1 . .Aiuvj^daliii 


i 


frisch io; 6 Mon. alt 

friseh iK; ■; Mou. alt , triseli .(i; 7 M<>n. alt 


I ; 

Amygdalinspaltung ... 

l8 

54 

‘>3 

140 

2 ' 

Prunasinspaltung , . . . , 

T 1 

39 


1 30 

3 

/?-j\Iethylglucosidspaltung . 

12 200 

10800 

22600 

()OOOÜ 

4 

Lactosespaltimg 

2 (>300 

750(.)0 

1 1 1 000 

386000 

5 1 

Raffinose.sp.'iltung .... 

I 40 ()(X.) 


142000 

170000 


Taltelle 13. Zeitwerltjuotieiiten verschiedener Mandeln. 







Nr, 

Quotient 



Süße Maiiiielu 

.\prik( isiiikerne 






1 

ß-G] uc( )S i( Isjia It u ng ; 
Aiiiygdaliiispaltuiig 

653 

f)8o 

268 

— 


Tact.osespaltung : 
Aniygdalin.spaltung 


1720 


360 

3 

Raffinosesitaltung ; 
Ainygdalin.spalLuiig 

1220 

1220 

.vl- 

250 

4 

Prunasinspjiltung ; 
Aniygdalinspaltung 




0,62 

5 

Tacto.sespaltung : 
j /?-(ihicosidspaltuiig 


2,5 



6 

i Raffinosespaltung : 

Lactose.spaltung 


0,7 


^47 

7 

Lactosespaltuiig : 

1 Prunasinspaltung 




577 

[200] Tabelle 15. Zeitwertquotienleii verschiedener 

Eiiiulsiiipräpar.ate. 

Nr. 

Quotient 

Prap, Nr. i 

l’r.ip. Nr. J 

Pral). Nr. 3 

Haiidelsprajianit 

1 

/6(ducosidspaltung : 
Amygdalins])altung 

680 

200 

* ^43 ' 

643 


Taictosesp.'iltung : 
Aniygd.'dinsptiltung 

1470 

13(>0 

1 200 

3 .| 8 (. 

3 

Raffino.sespallung ; 

: Aniygdalinspaltung 

7800 


1 530 

1230 

4 

1 Prunasinspaltung : 

, Aniygdalinspaltung 

0.6 

<■'•7 

0,() 

0,9 

5 

Lactosespaltung; 

1 //-(Tlucosidspaltuug 

... 


■ 1.9 

5.4 

6 

Raffinosesp.altung : 
Lactosesptiltung 

5.3 


1,3 

1980 

0,35 

7 

1 Lactosespaltuiig : 

Prunasinsptiltung 

2400 

i(;20 

3740 

692 


8 

/f-(ducosidspaltung : 

! Prunasin.spaltung 

I I IO 

277 

404 
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78. ZUR KENNTNIS DES EMULSINS. 

Von Richard Willstätter und Gertrud Oppenheimer. 

(Zweite A b h a n d 1 n n g.) 

(Mitteilung aus dein Clieniischeii Laboratorium der Hayeriselien Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 12. Mai 1922,) 

In ihrer vor kurzem veröffeutlicliten Arbeit uiitersucliten R. WikLSTÄTTKR und 
W. CvSANYi^ emulsinlialtige vSainen und Kmulsinpräparate in der Absicht, durch quan- 
titative Bestimmung verschiedener Zucker- und Glucosidspaltungen zu prüfen, ob 
für jeden einzelnen Fall der Hydrolyse ein spezifisches Knzym existiert. Besitzt 
eine Komponente des Emulsin genannten Enzymgemisches die Fähigkeit, mehrere 
Substrate zu spalten, so wird sich nach der in einigen UntersuchungeiF über Hefe- 
enzynie eingeführten Methode der Zeitwertquotienten ein konstantes Verhältnis da- 
für ergeben bei verschiedenen pflanzlichen Ausgang.sstoffen, ferner beim Vergleich 
von frischem Pflanzenmatcrial mit gealtertem oder mit den daraus gewonnenen Prä- 
paraten. Die Bestimmung der Zeitwerte für die Wirkungen von Phnulsin auf Amygdalin, 
Prunasin, Lactose, Raffinose und /hMethylglucosid haben keine Anhaltspunkte für 
die Übereinstinimung irgendwelcher Zeitwertquotienten ergeben. Es scheint sich also 
bei den in der ersten Abhandlung untersuchten Emulsinreaktionen um Wirkungen 
von Phizymen [184] zu handeln, die voneinander unabhängig und in veränderlichen 
Verhältnissen gemischt auftreten. 

Im folgenden wird zur Prüfung der Enzymspezifität die c^uantitative Analyse 
der emulsinhaltigen vSamen und zwar von Prunus amygdalus und domestica auf 
einige /^^-Phenolglucoside ausgedehnt, nändich auf Phenylglucosid .selbst, vSalicin, 
Hclicin und Arbutin. Dabei hat sich in 8 Proben von eiliulsinhaltigen Samen und 
Emulsinpräparaten genaue Konstanz der Zeitwertcpioticnten für die Hydrolyse von 

I Diese Zs. Bd. 117, vS. 172 [1921]. 

i R. WlIXSTÄrrRR und W. vSTKlBiaT, Die.sc Zs. Bd. 115, S. 199 [1921], R. WinnSTÄTTER 
und R. Kuhn, I)ie.se Zs. Bd. 115, vS. 180 [1921]. 
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Phenylglucosid, vSalicin und Helidn ergeben. Wenn man die Zeitwerte auf Helicin, 
das am schnellsten gespalten wird, bezieht, kommt zwar durch das Fallen der nach 
dem Gesetz der monomolekularen Reaktion berechneten Koirstante der Ilelicin- 
spaltung eine kleine Ungenauigkeit in diese Quotienten, aber sic stimmen doch in 
allen Fällen innerhalb der Fehlergrenzen überein. Ks hat sich also kein Anhaltspunkt 
dafür finden lassen, daß cs verschiedene Enzyme sind, die auf diese drei aromatischen 
Olucoside, die Derivate des Phenols selbst, des vSalicylalkohols und Salicylaldehyds 
wirken. 

Dadurch wird zum ersten Mal durch quantitative Beobachtung für ein zucker- 
spaltendes Enzym wahrscheinlich gemacht, daß es verschiedene Substrate anzugreifen 
vermag. Für eine solche Schlußfolgerung erscheint das experimentelle Material, wie 
es die Tab. 4 zusammcnstellt, noch knapp; es ist daher beabsichtigt, den Vergleich 
dieser Zeitwerte auf einen viel größeren Bereich auszudehnen, um die l'olgerung nach- 
zuprüfen. 

F;s ist der Methode eigentümlich, daß sie, so lange nicht sehr ausgedehntes ana- 
lytisches Material vorliegt, nur endgültige Ergebnisse liefert, wenn stark differierende 
Zcitwertverhältnissc zutage treten. Viele derartige Angaben, aus denem sich auf 
vSpezifität der Arbutinasc, Amygdala.se, Prunase wie früher der Galaktoraffinasc und 
der Eniulsinlactase schließen läßt, werden im folgenden mitgeteilt. Besonders be- 
merkenswert ist das Ergebnis, daß //-Methyl- und //-Phenylglucosidase nichts mit- 
einander gemein zu haben .scheinen. Die Quotienten ihrer Zeitwerte sind nämlich 
entschieden und weit differierend, z. B. beträgt der [185] Quotient Zeitwert für Methyl- 
glucosidspaltung: Zeitwert für Phenylglucosidspaltung bei einer Probe von bitteren 
Mandeln 6,2, bei einer anderen 9,5 und bei Zwetschgenkernen 56. Die untersuchten 
Kerne von Prunus domestica waren nämlich außerordentlich arm an //-Methylgluco- 
sidasc, etwa 6 mal ärmer als die damit verglichenen bitteren Mandeln. 

//-Phenylglucosid ase, Helicinase und vSalicina.se sind als identisch anzusprechen, 
die erste dieser Bezeichnungen genügt daher. Ehe ein derartiger I'all bekannt war, 
hatten R. Wii,i,stätter und R. Kuhn* sowie R. Wiij..stätter und W. CsÄxvr* an- 
genommen: ,,da die Enzyme in so hohem Maße spezifische Reagenzien für den Abbau 
von Polyosen und Glucosiden sind, so ist es wahrscheinlich, daß gleichen hydrolytischen 
Wirkungen auch ähnliche oder vergleichbare Konzentrationen von Enzymen ent- 
vSprechen.“ Dies war ausgesprochen für verschiedene Enzyme, die auf vergleichbare 
vSubstrate wirken. Es zeigt sich jetzt, daß nicht dasselbe gilt für ein Enzym, das 
verschiedene vSubstrate spaltet. Es ist in sehr ungleichem Maße für die.se Spaltungen 
geeignet. Die Phenylglucosidase erscheint viel mehr .spezifisch für Helicin als für 
Phenylglucosid, denn die 5oproz. Spaltung des letzteren erfordert 5omal mehr Zeit. 
Der Gedanke, daß die Enzyme in hohem Maße spezifische Reagenzien für den Abbau 
ihrer Substrate seien, erleidet hierdurch eine gewisse Einschränkung. 

• a. a. 0 . S. 185. a. a. 0 . S. 19.}. 
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B c s t i m 111 u 11 g s m e t li o d e n . 

Als Maße für die Wirkungen des Knuilsins bestimmten Wir^nsTÄTTHR und CsAnyi 
die Zeiten, die i mg Emulsinpräparat oder emulsinlialtige Pflanzcnsubstanz braucht, 
um ans o,iooo g wasserhaltigem Amygdalin in 20 ccm bei 30'' und o])timalem /)„ 
die Hälfte der theoretischen Monosemeiige abzuspalten. Von den meisten anderen 
vSubstraten wurden diejenigen Mengen der Zeitwertbestimmung zugrunde gelegt, die 
gleich viel Monose liefern, also die äquimolekulare Menge Eactose und die doppelt- 
molekulare Menge Raffinose oder [186] /i-Methylglucosid. Nur von Rrunasin war 
wegen Materialmangels die äquimolekulare Älenge eingesetzt, obwohl sie nur halb 
soviel Glucose liefert. 

ln der vorliegenden Arbeit trafen wir nur in bezug auf die vSubstratkonzentrationen 
für die Zeitwerte zwei Änderungen. Es erschien uns richtiger, für den Vergleich der 
enzymatischen Wirkungen, der hier allein beabsichtigt war, durchwegs mit äqui- 
molekularen Mengen der vSubstrate die 5oproz. Spaltung anzugeben. Und um die 
(jenauigkeit der Bestimmung bei den Monoglucosiden zu erhöhen, war es dann zweck- 
mäßig, die Amygdalinmenge in 20 ccm zu verdoppeln. 

Die Uösungen der Substrate enthielten also in 20 ccm: 

0.2000 g Amygdalin (mil 3 II.O), Mol. -Gew. 511,3 

0,1155 .U I’runa.sin, Mol.-('.ew. 2(>5.i 

0,0704 g /)'-Methylgluco.si(l (mit '/: IGG), Mol.-G,c‘w. 203.1 

0,116} g Ileliciii (mit 3/4 II g.)). Mol.-Ow. 

o, mog vSalidn. Mol.-(.k‘w. 286,1 

0,1002 g /l-Plieiiylgliu'osid, IMol.-( iew. 256,1 

0,1064 g Arbutin, Mol. -Gew. 272,1. 

Die Hydrolyse dieser (Mucoside bestimmten wir, genauer als es polarimetrisch 
möglich wäre, nach der Reduktionsmethode, und zwar nach Bkrtrand, und ent- 
fernten wie früher die aus den Glucosiden Prunasin und Amygdalin abgespaltene 
Blausäure durch Destillation mit Wüisserdampf. 

Da das bei der Spaltung des Arbutins entstehende Hydrochinon Pehlingsche 
Lösung auch sclb.st reduziert, war für die Verhältni.sse der enzymatischen Spaltung 
eine Tabelle (S. 5) der Kupferwerte von Gluco.se -j- Hydrochinon zu ermitteln. Dazu 
stellten wir die für die verschiedenen Spaltungsgrade berechneten Gemische von 
Arbutin, Hydrochinon und Glucose her aus einer 0,532 proz. Arbutinlösung einer- 
seits und der Lösung von 0,2151 g Hydrochinon |- 0,3521 g (Muco.se andererseits. 

Ebenso muß auch beim Helicin, obwohl sein Spaltprodukt Salicylaldehyd nicht 
oder nur spuren weise reduzierend wirkt, eine Tabelle für die Kupferwerte bei ver- 
schiedenen Spaltungsgraden aufgestellt werden, da das Helicin Eehlingsche Lösung 
beim Kochen reduziert, wodurch unter unseren Bedingungen eine Spaltung von über 
13% vorgetäu.scht wird. Die [187] erforderlichen Gemi.sche stellten wir her aus einer 
o,5<S2 proz. Lösung von Helicin und einer solchen von 0,2508% Salicylaldehyd- und 
0,3521 % Glucosegehalt. 
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Tabelle i. 

Kupferzalilcii des Gemisches von Glucose l Hydrochinon neben Arbutin. 


Spaltung 

Arbutinlösung 

I.ösung Von ('.lucosc 

H Hydroclünou 

Kupf( 

•r mg 

Mittelwert 

% 

ccm 

ccm 

I. 

' 


0 

IO 

0 

_ 





IO 

9 

1 

13.0 

13.1 

• 3.35 

20 

8 

2 

29,7 

29,7 

29,70 

30 

7 

3 

40.9 

40, 

40,00 

40 

6 

4 

55.5 

55 .<’ 

55.25 

50 

5 

5 

9 (), I 

^ 95,5 

95,80 

60 

4 

6 

• 3 1,7 

82,2 

81,0.^ 

70 

3 

7 

95.3 

94 -*^ 

9 5 .' '5 

80 

2 

8 

109,6 

I 09 ,.|. 

109,50 


Tabelle 2. 

Kupferzahlen des Gemisches von Glucose j Salicylaldehyd neben Ileliein. 


Spaltung 

% 

llolicinlösting 

ccm 

ITisung von Olucose 
t Salicylaldehyd 

ccm 

Kui)fcr mg 

I- 

.Mittelwert 

0 

20 

0 

19.2 

19.4 

• 9,3 

10 

18 

2 

39.9 

31.4 

3 92 

20 

I9 

4 

41.7 

42,0 

41,9 

30 

14 

() 

5-9^^ 

53.9 

5 3 . 3 

40 

12 

8 

^>4.7 

65.3 

65,0 

50 

10 

10 

75.9 

79.5 

79,2 

60 

8 

12 

89,.^ 

88,0 

87.2 

70 

6 

14 

‘>7.9 

97.9 

97.5 

80 

4 

16 

106,1 

107,2 

109,9 

90 

2 

18 

122, 1 

1 19,2 

120,9 

100 

•• 

20 

•31.4 

139.0 

• 39.7 


Wegen der größeren Reduktionsvvirkung dient bei der Spaltung des Arbutins 
nur die in 10 ccm enthaltene Menge zur Analyse oder es werden 0,1330 g Arbutin iin 
[188] 25 ccni-Meßkolben mit Enzym und 2 bis 5 ccm-Puffer angesetzt. Man unter- 
bricht die Spaltung durch Entnahme . von 10 ccm des (lemisches und Pjntragen in 
20 ccm alkalische Seignettesalzlösung und bringt die Elüssigkeit mit 10 ccm \Wasscr 
auf die für die Kupfennethode vorgeschriebene Verdünnung, Ebenso wurde das 
Reaktionsprodukt aus 0,2 g Ani^^gdalin geteilt, indem wir 10 ccm entnahmen und 
in einen Rundkolben mit 2 ccm loproz. Schwefelsäure cinfließen ließen. Nach dem 
Entfernen der Blausäure mit Wasserdampf brachte man das Volumen auf 20 ccm. 

Die Spaltung der anderen Glucoside bestinimcn wir mit je 10 ccm i,i64proz. 
Eösung von Helicin, i,ii9proz. von Salicin, 1,002 proz. von Phenylglucosid und 
0,7945 proz. von Methylglucosid, die man im 250 ccni- Rundkolben mit 2 bis 5 ccm 
Puffer und so viel Wasser versetzte, daß das Volumen zusammen mit der Eniulsin- 
lösung 20 ccm betrug. Das Abstoppen geschah durch Zufügen der alkalischen Seig- 
nettesalzlösung. 

Optimale Acidität. 

Die günstigste Wasserstoffzahl wurde in allen -Pallen mit Acetatgemischen nach 
E. Michafjjs eingestellt. 

Willstättcr, Enzyme. ^5 





1026 


R. WlI^IySTÄT'l'KK und G. OlTENHKlMKR: 


Für die Spaltung von Saeicin ist die geeignete Acidität, — 4,4, schon von 
K. VuEQUiN' bestimmt und von uns bestätigt gefunden worden, wie auch B. Hki,- 
FKRiCH^ die Analyse bei ™ 4,7 ausführt. 


Pn 

mg Cu 

% Spaltung 

4,0 

<S 3 ,i 

dl , 3 

4,4 


(y 2,2 

4-7 

«3.7 

dl, 7 


Für die Hydrolyse von /i-Mcthylglucosid und von Prunasin haben Wilestätter 
und CsANYi 4,4, von Amygdalin - 6,0 als Optimum bestimmt. Noch unbekannt 
war die günstige Acidität für die Plelicin-, Arbutin- und Phenylglucosidspaltung. 

Helicin. Aus Versuchen von 15 Minuten Dauer mit [189] Emulsin (1,6 mg) 
der bitteren Mandeln ergab sich das Optimum von p^^ =- 5,3. 


Pu 

mg Cu 

% vSpaltung 

4.7 

d 5,3 

4 (),() 

5-0 

66,8 

4 ',i 

.E 3 

7 i,d 

45 -. s 

5 .d 

d.Y.S 

40.1 

5.9 

d 4.5 

39-3 

‘ zeigten, daß das 

Optimum zwischen 

1 p„ 

3,8 bis 4,4 wurden 3 Versuche mf 

^.sdauer 

gemacht. 

Optimum: />,, 4,1. 

Pu 

mg Cu 

% vS[)altuiig 

3.!^ 

43,3 

31,7 

4.1 

43,9 

32. i 

4.4 

41,2 

.F ),2 


A-Phcnylglucosid. In dem Bereich /),, ^ 4 bis 5,3 sind die Unterschiede der 
Phenylglucosidspaltung sehr klein. 20 mg Präparat spalten in 45 Minuten 31,7 bis 
32,4%, bei /)„: -: 6 werden 23,9% gespalten. Als geeigneter Wasserstoffexponent 
wird 5 gewählt. 


Zur Kinetik der Emulsin Wirkungen. 

Nach WiLLSTÄTTKR iiiid CvSÄNYi folgen die Wirkungen des Emulsins auf Raffinose 
und Eactose, ferner auf />'-Methylglucosid dem Gesetz der mononiolekularen Reaktion. 
Für die Hydrolyse des vSalicins i.st der nämliche Verlauf von C. vS. Hudson und 
H. vS. Paine’) sowie vor kurzem von B. Heeferich^) beobachtet worden. Dasselbe 
Gesetz beherrscht auch die vSpaltungen von Arbutin und //-Pheiiylglucosid (Tab. 3), 
deren Optima etwa zwischen 4 und 5 liegen. Hier bestätigt sich die in der ersten 
Abhandlung ausge.sprochene Erfahrung, daß diejenigen Enzymwirkungen des Emul- 
sins, die in ausgesprochen saurem Gebiet optimal verlaufen, .sich dem mononiolekularen 
Gesetz fügen. [190] Auf Helicin ist diese Regel nicht anwendbar. Der Abfall des 
Wertes ^ lg deutet auf eine Hemmung durch den abgespaltenen vSalicylaldehyd 

‘ vSoc. Idol. Bd. 70, vS. 270, 763 [1911]. " Die.se Zs. Bd. 117, S. 159 [1921]. 

9 J. Am. Soe. Bd. 31, vS. 1242 [1909]. 9 A. a. 0 ., vS. 162. 
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Tabelle 3. 

Zeitlicher Verlauf der Salicin-, Arbutin-, Thenyl^lucosid- und Ilelicinspaltung. 


Substrat 

Zdt 

Min. 

Cu 

111 « 

vSpaltiing; 

In* a 

t -A 

Salicin .... 

.0 1 

27.2 1 

19.2 

4b 2, 9 


35 

43.4 

30.9 

458,4 


55 

62.5 

45.3 

479,3 


76 

/«.•I ; 

57 .b 

490,3 


100 

91.7 i 

68.0 

4 <M .8 

Arbutin .... 

40 

39.8 

29,2 

374,9 


b 5 

56.5 

41.9 

362,6 


05 

76.6 

57 .<’ 

385,8 


125 

88.7 

64.8 

362,6 


175 

101,9 

77 . b 

37 i,<^ 

Phenylglucosid 

45 

27.7 

19.5 

209,3 


135 

b 4.3 

46,8 

203,0 


i<So 

81,7 

6)0,0 

22 T ,0 


225 

93. b 

99,6 

225,3 

Helicin .... 

5 

28,0 

7.9 

27.3 


12 

35.8 

' 13.9 

23,0 


22 

42.0 

i 18.5 

17,5 


3Ö 

54.9 

i 29.2 

j 18,1 


5b 

68, 1 

1 40,3 

17.4 


80 

8<.),7 

51,0 

16,8 


120 

9-!, 7 

1 b 3,2 

' 5,7 


200 

1 1 1 ,9 

’ 79.7 

15,0 


hin. Die Helicinhydrolysc wurde daher mit der aus den Bestiinmun^en der Tab. 3 
abgeleiteten empirischen Kurve bercclinet, die vSpaltungeu der anderen Glueoside 
(außer Amygdalin) mit der logaritbmischen Kurve, aueh die von Prunasin. 

[191] Zeitwerte der Kmulsinwirkungen. 

Die vergleichende Untersuchung, deren Ergebnisse in der nachfolgenden lab. 4 
zusammengestellt sind, erstreckte .sich auf drei verschiedene Pflanzensamen, nämlicli 
mehrere Darstellungen der entölten Pulver von bitteren und süßen Mandeln und von 
Zwetschgenkernen (Prunus domestica), ferner auf Emulsin selbst, auf käufliches und 
auf einige nach dem Verfahren der ersten Arbeit dargestelltc Präparate aus bitteren 
und aus süßen Mandeln, und zwar Rohprodukte und aus wäßriger Lösung mit Alkohol 
umgeschiedene Präparate, 

Von den geprüften Wirkungen des Emulsins auf einfache Glueoside erweist sich 
die auf Helicin, die R. Piria* zuerst beobachtet hat, als weitaus die stärkste. Die 
5oproz. Hydrolyse dieses vSub.strats durch einen der Pflanzensamen oder ein Emulsin- 
präparat erfordert vSalicinspaltung, der Zeit wie die Phenyl- 

glucosidspaltung und in einem der Beispiele etwa ^500 der Zeit wie die Methylglucosid- 
hydrolyse. 

Nächst der /i-Methylglucosidase ist die Arbutinase - am schwächsten in den als 
Emulsin bezeichneten Enzymgemischen vertreten. Die Wirkungen auf die beiden 

' Liebig.s Anii. der Chcni. Ed. 56, S. 35 [1845], und zwar vS. 67. 
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Glucoside des Benzaldehydcyanhydrins ergeben ähnliche Zeitwerte wie die Helicin- 
spaltung, Ks kam vor, nämlich bei Zwetschgenkernen, daß die 5oproz. vSpaltuiig 
von Ann gdalin und von Helicin etwa die gleiche Zeit beanspruchte, während von 
käuflichem Emulsin das Helicin doppelt so rasch als das Amygdalin gespalten wurde. 
Hie rrunasinhydrolyse erforderte durchschnittlich die doppelte Zeit wie die des Hclicins 


Quotienten der Emulsin Wirkungen. 

Hie Zeitwerte der verschiedenen Glucosidspaltungen beziehen wir auf den gün- 
stigsten Wert, den der Hclicinspaltung. Her Quotient Salicinsi)altung : Hclicinspaltung 
betrug bei den 4 untersuchten vSamen und den 4 Eniulsinpräparaten ungefähr 5,5, 
die Schwankungen von 5,1 bis 5,9 liegen innerhalb der Fehlergrenzen. Ebenso kon- 
stant ist in allen Fällen das Verhältnis /^-riienylglucosid- : Helicinspaltung gefunden 
worden. Es [192] bewegte sich zwischen 48 und 52 und gab etwa den Durchschnitt 50. 
Hie Reihe dieser Quotienten in der Tab. 5 liefert also kein Anzeichen dafür, daß 


Tabelle .1. 

Glucosidavsen-Zeitwerte von Pflanzeiisameii und Kniulsiiipräparaten. 


Xr. 

F.mulsinhultigcs Material 

mg 

StJbstrat 

Versuclis- 

daucr 

Min. 

Cu 

mg 

.Spaltung 

% 

Zeitwert 

I 

Bittere Mandeln, entölt. 







Pulver, Hanst. i 10 

Helicin 

31 

6 1 , 1 

34,3 

535 


25 

vSaliciii 

75 

50.7 

34-9 

3025 


5 ^ 

Phenylgl. 

328 

48.2 

35,5 

2670Ü 


64 

Arbutin 

409 

48,6 

35,5 

41 CXX) 


50 

Methylgl. 

k 340 

244 

17,1 

254000 


20 

Pruna.sin 

27 

49.2 

35,2 

85b 


20 

Amygdalin 

28 

70,0 

5 bi 

475 

2 

Bittere Mandeln, entölt. 







Pulver, Harst. 2 10 

Helicin 

47 

69.7 

414 

625 


25 

vSalicin 

80 

49,7 

34,1 

3 300 



JMienylgl. 

425 

53.1 

3 ^^.i 

30400 


80 

Arbutin 

1055 

7 b, 5 

5 b, 5 

69000 


100 

Methylgl. 

17Ü5 

b 5.3 

47,5 

189 OCX) 


20 

Amygdalin 

40 ; 

06,7 

4^,5 

840 

3 

Süße Mandeln, entölt. 







Pulver 50 

‘ Helicin 

10 

72.5 

' 43,3 

630 


40 

, vSaliciii ; 

7 « 

64,0 

1 44 ,b 

3650 


5 ü 

■ Phenylgl. 

254 

33.« 

1 23.9 

3 2 (XX) 


80 

Arbutin 

1005 : 

70,0 

52,6 

74400 


ICKJ 

Methylgl. ^ 

1369 

5^.4 

3b, I 

210000 


50 

Pruna.sin 

^5 ; 

72,5 

53,0 

i 685 


40 

Amygdalin ^ 

19 1 

69,0 

50,4 

750 

4 

Zvvetsehgenkeriie, entölt. 







Pulver 20 

Helicin 

1 

1 2 ^ 

.6ü,6 

34,0 

420 


20 

vSalicin 

80 

54,1 

37,3 

2350 


20 

Phenylgl. 

1320 ! 

75,3 

55.2 

2 2 (XX) 


40 

, Arbutin 

1320 ; 

44,9 

32.8 

92000 


100 

: Methylgl. i 

I 5 P 5 ^ 

12,9 

9,0 

1230000 


50 

‘ Pruna.sin ! 

12 

72.7 

53,2 

544 


24 

1 Amygdalin 

15 

69,2 

50.5 

357 
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[193] Tabelle .4. (Fortsetzung.) 


Nr. 

Kmiilsinlialtiges Material 

! 

1 .Substrat 

Vcrsuelis- 
< lauer 1 

Cu 

Spaltung 

Zeitwert 


niK 

i 

Miii. 1 


’ % 



5 j Emulsin, Rohprodukt 


aus Nr. i 1,6 

Helicin 

17 

72.5 

43.3 

34.2 

4 

Salicin j 

6S 

35.9 

61 ,0 

200 

20 

Pheiiylgl. ! 

5‘^ 

53/> 

38,6 

I 640 

32 

Arbutin 

53 

42,7 

31.9 

3 ^ 3f> 

1,6 

Prunasiu 1 

29 

57.b 

41.5 

48.4 

60 

Ivmulsiii, umgef. Präp. 

Amygdalin i 

i 

18 

66,5 

3Ö.5 

aus Nr. 2 1,6 

Helicin 1 

1 1 

74.« 

45.7 

52.8 

20,1 

4 

Salicin 

32 

75.« 

117 

T 040 

20 

Plicnylgl. 

60 

74,5 

54.5 

48,1 

16 

Arbutin 

165 

64,1 

2750 

20 

Metbylgl. 

3-35 

554 

40,1 

103(20 

o.H 

Pnmasin 

30 

49,6 

35.Ö 

37.Ö 

2,50 

Amygdalin j 

15 

82,4 

60,6 

25.6 

b'inulsin, Eösg. v. Nr. 6 1 : : 

nach 3 Tage vStehen 1 ,6 

Helicin 


70 

41.8 

19,0 

3 

vSalicin 

24 


442» 

113 

20 

Plicnylgl. 


68.5 

49.9 

1002 

Emulsin, umgef. Präp. 






aus Nr. 3 t,6 

Helicin 

9 

52.1 

2(),7 

34.9 

4 

vSalicin 

35 

54.8 

37.9 

203 

20 

Phenylgl. 

^»3 

52.6 

37.8 

1825 

lO 

Arbutin 

119 

45.2 

33.0 

3 260 

•|o 

Metbylgl. 

228 

38.2 

27,0 

19800 

1,6 

Prunasiu 

3(> 

55.5 

40,0 

6,1.5 

3.2 

Amygdalin , 

12 

61 ,6 

44.7 

45.3 

Ihiiulsin, käufl. Präp. 






(E. Mkrck) 6 

Helicin 

20 

72,7 

43.5 

150 

40 

vSalicin 

20 

69,5 

48,7 

760 

40 

Phenylgl. 

180 

07,5 

49.0 

7350 

80 

Arbutin 

150 

50,0 

.3Ö.3 

1 8 300 

50 

Metbylgl. 

iiii 

44.9 

32.0 

100 000 

19.2 , 

Amygdalin 

14 

75.8 

554 ! 

220 


es sich um verschiedene [194] Komponenten des Emulsingeniisches handle, die auf die 
Substrate /^-Phenylglucosid, Salicin und Helicin wirken. 

Dies ist die einzige Regelmäßigkeit, durch welche sich die Beschreibung dieses 
Knzymgeniisches vereinfacht. Sonst ergibt der Vergleich der Zeitwertquotienten 
(lab. 5) keine Beziehungen, aus denen auf das Wirkungsvermögen eines und des- 
selben Enzyms auf mehrere Substrate geschlossen werden konnte. Das Verhältnis 
der Arbutinspaltung zur Helicinspaltung ist zwar nicht eben stark schwankend, zwi- 
schen 77 und 219, aber die Ausschläge gehen doch weit über die Bestimmungsfehler 
hinaus. Auch die Hydrolyse von /i-Methylglucosid ergab mit der von Helicin in vielen 
hällen eindeutige wenn auch nur mäßige Ausschläge der Quotienten, die sich von 
333 bis 570, nur bei dem käuflichen Präparat bis 670 bewegten. Aber in den Zwetschgen- 
kenien fand sich ein Beispiel, in dem die Methylglucosidspaltung fast 3000 mal mehr 
Zeit als die des Helicins erforderte. 
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All dem Wrliältnis der Zeitwerte für die Hydrolyse von Amygdalin und Prunasin, 
bezogen auf Ileliein, oder an den bedeutend divergierenden Quotienten Prunasespaltung : 
Am3^gdalinspaltung bestätigt sich, daß Amygdalase und Prunase, wie in der ersten 
Abhandlung angedeutet worden, in differierenden Verhältnissen auftreten, ohne Zu- 
sammenhang miteinander und mit den anderen Kmulsinkomponenten. 


Tabelle 5. 

Zeit wer tquotienten der Eiiiulsinwirkungeii, bezogen auf Helicin. 


.Substrat 

BilU-rc j 
Mandoln i 
Nr. I ! 

Bittere i 
Mandeln 
Nr. 2 

Süße 
Mandeln 
Nr. 3 

Zwetschgen j 
Nr. 4 ! 

Iviuulsin- 
Roliprod. 
Nr. 5 

] Emulsin, Emulsin, Ivnuilsin, 

iumj;ef. Präp. lumgef. Piäp. käufl. Prap. 
Nr. b ' Nr. 8 ' Nr, 9 

Saliciii . . . 

5.7 

5.3 

1 

5.6 : 

5 .S 

5 ,'^ 

5 .« 5,1 

Plienylglucosid 


40 

50 

5 -^ : 

48 

^ 52 

52 ' 49 

Prunasin . . . 

1,6 

— 

I ,oS 

i. 3 ^> 

1,75 

1,88 

1.85 i — 

Amygdalin . . 

0,89 

b 34 

1,19 

0,85 

!,()() 

1,28 

1,47 

Arbutin. . . . 

77 1 

1 IO 

j 18 

.::i 9 

90 

P 17 

93 122 

Metliylgluco.sid 

475 ! 

1 30 j 

333 

J930 

•- 

512 

570 670 
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79. VERZUCKERUNG DER STÄRKE DURCH EMULSIN*. 

Von Richard Kuhn. 

(Mitteilung ans dem Chemischen Laboratorium der bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in Miinclieii.) 

(Der Redaktion zngegangeii am 16. Dezember 1023.) 


In salicylsäurchaltigcn, wäßrigen Mandelauszügen ist ein stärkcspaltendcs Fer- 
ment von II. WiLL^ vergebens gesucht wordeuL Die neuere Angabe H. v. KuLERSh 
daß in seinem Laboratorium mit Mandcleniulsin in keinem Stadium des Stärkeabbaues 
Bildung von Cellobiose beobachtet w'crden konnte, geht offenbar auf eine Unter- 
suchung von 0 . v. FrirdkiciU zurück, dem die Aufspaltung eines bei der ( )x:dsäure- 
hydrolyse gebildeten Disaccharids (,, Isomaltose“) mit Kmulsin gelang. Das Verhalten 
der Stärke selbst scheint nicht geprüft worden zu sein. 

Aus den folgenden \"ersuchen geht hervor, daß .sowohl aus bitteren wäe aus süßen 
Mandeln isolierte Fermentpräparate lösliche Kartoffelstärke weitgehend verzuckern. 
Das Aciditätso])timum der Hydrolyse liegt etwa bei />„ — 5,5. Die Inhaltssubstanz 
der Stärkekörner, die Amylose, ließ sich durch ein nach der Vorschrift von R. Will- 
STÄTTRR [13] und W. CsAnvU) gereinigtes Präparat quantitativ in Malzzucker ver- 
wandeln. Ob eine besondere Alandelamylasc vorliegt, steht noch nicht fest. Die hier 
mitgeteilten Beobachtungen sind vielleicht geeignet, die teilweise /)-glucosidische Natur 
der Stärke, auf die nach P. Karrer-) die Bildung von Lävoglucosan bei der trockenen 
Destillation des Polysaccharids 5 ) deutet, auf neuem Wege wahrscheinlich zu machen^). 

* Vgl. die spätere Arbeit von R. KiiJni ..Der \V irkungsinechdnisnnis der Amylasen; ein Bei- 
trag zum Konfigurationsprohlein der Stärke", Ann. d.Chem. 4.IJ, i [7925J und Ilahilitatwnsschrift. 
Universität München, IJ925J. 

^ In C. Kralx'II, Laiidw. \'crsuchs.statioii bd. ::3. S. 75; Jalircshcr. 187S, vS. KypUIg. 

* Die Anwendung verdünnter vSänre ist nach R. WirrsTÄTTi-lR und \\'. Csanyi, Diese Zs. 
bd. 117, 8. 172 [1921]. für die T.solienmg des Fninlsiiis ungeeignet. 

^ Chemie der lüizyiiie, II. Teil, i. Alxschn., S. 270 [1922J. 

vSv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, bd. 5, Nr. 2 [1913I; Cliem. Zbl. 1914, I., 8. 760. 

') A. a. ü., und zwar 8. looflg. 

') Helv. cliim. acta bd. III, vS. 258 I1920]. 

h A. PiCTKT und J. vSarasin, ebenda bd. i, 8. 87 [1918]. 

h Für die hydrolytische vSpaltnng A-glucosidischer bindnngen durch Fannlsinpräparatc 
läßt sich nämlich, seitdem die /LvStrnktnr des im Amygdalin enthaltenen Disaccharids erkannt 
Ist (Chem. ber. bd. 56, 8. 857 [1923]), kein beispiel mehr anführen. 
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Kxpcr inieiitellcr Teil. 

Die Verzuckerung löslicher Stärke (C. A. F. KahIvUAUm) durch ein von derselben 
lornia bezogenes Kniulsin verlief bei = 4,5 ini ersten Drittel des Umsatzes mono- 
niolckular. 

2300111 2proz. Substrat + 1000 mg Kniulsin -j 500111 1,45 mol. Nall2PÜ4 zu 5000111; 30". 


Zeit 

(Min.) 

10 ccm reduzieren 
'■/lo-Jod 
(ccm) 

Zunahme des 
Jodverbr. 

(ccm) 

Spaltung 

vy„) 

k . i(d 

0 

5.04 

0,00 





2 j(yO 

6,70 

1 ,o(} 

17,2 

297 

3900 

7.7^ 

2,06 

32,4 

299 

00 


: (<U7) 

(100,0) 

— 


Kill Kontrollvorsuoh ohne Ivmulsin ergab iiaoh 3000 Minuten keine Zniialime des Reduktions- 
Vermögens. baue ,,Salzliydrolyse“ der vStärke kommt bei den vorliegenden Yersuoheii, die unter 
reiolilioliem Toluolzusatz ausgeführt wurden, niolit in Frage. 

Der zeitliche Verlauf der Hydroly.se durch ein aus .süßen [14] Mandeln i.soliertes, 
160 mal wirksameres Präparat, verzögerte sich stark, nachdem ein Viertel der theo- 
retischen Maltosemenge gebildet war. 

25 00111 2proz. lö.sliche Stärke -1 15 ocni ..Citrat“ (/>n - 5.0) ■ 200 mg FenneiiP zu 50 ccm; 30°. 


Zeit 

(Min.) 

■> ccm verbr. 

(ecni) 

1 Zunahme derf 

J<)dverl)r. 
j (ertn) 

Spaltung j 

(%) 1 

k • io‘ 

0 

1 0 ,ÖO 

— 

_ i 


60 

1 ,00 

0,40 

13.0 ' 

101 

90 

i 1,19 

0.59 

19.2 : 

102 

120 

U 35 

0.75 

24.4 

102 

181 


0,98 

31.« 

92 

420 

i 2,10 

i U50 

' 4«, 7 

6() 

1380 

i 2.46 

i 1 .H6 

1 bo,4 

16 


Im Parallolversuch mit gekochter laizynilösung verlirauohten 5 ccm des Reaktionsgeniisches 
nach 215 Minuten 0,5800111, nach 1420 Minuten 0,5900111 'V,o-Jod. 


Bei wechselnder Wasserstoffzahl wurden mit dem nämlichen Kniulsin in 2 Stunden 
folgende Reduktionszunahmen geme.ssen (Mittelwerte für je 2 Proben von 10 ccm) : 


'‘Vjo-Oiiffcr 

Citrat 

Citrat 

. Citrat 

Citrat 

Citrat 

Phosphor 

Pu 

3.« 

4.4 

i 5.« 

5.Ö 

6,2 

6,8 

Jod verbrauch . , 

0,10 

1.88 

; 2.34 

2,60 

2.50 

2,34 


Bei Einwirkung eines anderen Enzympräparates (aus bitteren Mandeln) auf 
Amylose^ entsprach das nach 2 bis 3 Tagen beobachtete Reduktion, svermögen der 
Bildung von 98% der Theorie eines Disaccharids. 

' Präparat Nr. 3 der Tab. 4 von R. WihkSTÄTTKR und G. Oppkniikimkr, Diese Zs. Bd. 12 1, 
S. 183 [1922), und zwar S. 192!. 

* Über die Darstellung wird eine demnächst erscheinende Untersuchung über Amylasen 
berichten. 
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[15] -0 ccni Aiiiyloselösung (i<S5 mg Trockensubstanz) f 10 ccm «Virl^liosphat 15 2) ) 84 6 mg 
Hmulshd zu 5occm; 30^ 


Zeit 

(Min.) 

10 rctii rednzieieii ; i 

11. T.wi ' Keuuktums- ' 

■'•J'"' , Zuiiahm,- 

(eeni) 

Siialtunjj; 

(%) 

0 

0.50 1 


2460 

-.^5 : 2,13 

‘»4.4 

4000 

-^-74 ; 2.24 1 

tKT 3 

fX) 

{%28) 1 

(100,0) 


Mit gekochter Eiiiulsinlösung war nach 3200 Minuten keine Reduktions/unahme zu erkennen. 

Zum Nachweis der Spaltprodukte wurden 1 50 ccm Amyloselösmig (nicht elektro- 
dialysieit; rrockengehalt — 1,32 mit 10 ccm Acetatgemisch (pn — 5,4), 200 mg lumilsiu und 
10 ccm loliiol bei Zhiimeitemperatur versetzt. Ivine nach 20 Stunden eiitnomnieiie Probe blieb 
auf Zusatz von Jodlösung farblos. Nach 60 Stunden wunle die Hälfte der klar gewordenen bösung 
mit 6 g Natrimnacetat aufgekocht, filtriert und mit 4 g Phenylhydrazinchk)rhvdrat im siedenden 
Was.serbadc erhitzt, wT)l)ei keine Ausscheidung von Glucosazon zu beobachten war. Die beim 
Krkaltcn ausgeschiedenen citronengelbeii Nadeln zersetzten sich, nachdem sie zweimal aus Wasser 
uuikrystallisiert worden waren, zwischen 189 und 190”. 

101,3 Osazons, in 4 ccm Pyridin T ö ccm Alkohol gelö.st, drehten im 2 dm-Rohr 

■ i,5üb entsprechend = 74° statt 75’'. 

Die zweite Hälfte wurde, mit loluol über.schichtet, durch Kollodium gegen 200 ccm W asser 
dialysiert, de.s.sen Drehung im 4dm-Rohr (18.5'') 4-1,67“ (-0,317% Maltosehydrat) betrug. 
Aus dem für 20 ccm bestimmten Jodverbrauch von 3,41 und 3,43 ccm berechnet sich in Über- 
eiiLstimmung damit der Gehalt zu 0,308%. 

' Präparat Nr. 5 der angeführten T^djelle von R. W’li,psT.vrTi-:R und G, Üri’i'.NinCT.MKR. 
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80. UBER SPEZIFITÄT DER ENZYME. 

\ on Richard Willstätter und Richard Kuhn. 

I. Zur Theorie der Zeitwertquotienten. 

\'oii Richard Kuhn*. 

(Mitteilung aus dein Cheinisi'hen haboratoriuni der Payerischeii Akademie der Wissenschaften 

in Müiu'hen.) 

Mit i Abl)ildung im Text. 

(Der Redaktion zugegangen am 26. Oktober IQ22,) 

Als relatives ]\Iaß für die Menge eines Knzyins gelten die (Geschwindigkeiten, 
mit denen unter gleichen äußeren Bedingungen der chemische Umsatz des Substrates 
vor sich geht. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird gewöhnlich entweder durch den 
in gleichen Zeiten bewirkten Umsatz ausgedrückt, wenn man sich auf die Messung 
der Aiifangsstadieii der Reaktion bc.schränkt, wo Umsatz und Zeit einander direkt 
proportional sind, oder durch Krmittlung der für einen bestimmten Umsatz erforder- 
lichen Zeit, den Zeitwert, wenn der zeitliche Verlauf, die Kinetik der Reaktion, für 
ein größeres Umsatzgebiet bekannt ist. ])ie Zeitwertmessung liegt sowohl den prä- 
parativ gerichteten Untersuchungen über Knzyme aus dem hiesigen Raboratorium 
zugrunde, als auch jenen UntersuchungeiU, die aus dem Verhältnis der [2] Umsatz- 
geschwindigkeiten von 2 vSubstraten durch Knzymlösungen und -jiräparatc ver- 
schiedener Herkunft und verschiedenen Reinheitsgrades über die vSpezifität der Un- 
zynie zu entscheiden suchen. Die Zeitwerte wurden auf folgende Weise ermittelt: 

Man wählt für die Versuche eine bestimmte Temperatur und Substratkonzen- 
tration. Dann bestimmt man die für die Knzymwirkung optimale [H'j, indem man 
ein und dieselbe Knzymmenge bei wechselnder Acidität auf das Substrat cinwirktai 
läßt und nachsieht, bei welcher [H‘] der Uimsatz nach gleichen Zeiten am weitesten 
fortgeschritten ist. Sodann bestimmt man beim f H" J-( )ptimum die Beziehung zwischen 

* Diese und die folgende Unlersuchttng hat Herr R. Kuhn als mein Privatassistent ausgeführi 
(Inauguraldissertation, München, Nov.i(j22), in der Zeit, als die in unseren verschiedenen Arheiten 
heohachteten Differenzen der Zeitwertquolienten die Erkenntnis vorbereiteten , daß wechselnde Bei- 
mischungen von flcmmungshörpern und Aktivataren die Schwankungen der Quntienten bedingen. 

' R. WIU,STÄTT]{K und W. vStkibK!/!', Diese Zs. Hd. 115, S. 100 [1021]; R. Wiriy.STÄTTRR und 
R.Kuiin, ebenda Bd. 1 15, vS. iHo [1021]; R. Wiij,STÄTTKR und W. CsAnyi, ebenda Bd. 117, S. 172 
[1021]; R. WmrsTÄTTKR und (t. Oppkmtki.mKR, ebenda Bd. 121, vS. 183 [1922] {Abh.76, 75, 77. 78). 



Theorie der Zcitwert(|notientcii. 


1035 


pjizymmcngc und Reaktionsgeschwindigkeit und ermittelt den zeitlichen Verlauf 
der Reaktion, um aus den nach irgend welchen Zeiten beobachteten vSpaltungsgraden 
diejenige Zeit berechnen zu können, nach der z. B. 50% des Substrates umgesetzt 
wären. Die so ermittelten Zeiten stellen die Zeitwerte dar. Die Beziehung 
(i) Knzymmenge X Zeitwert - c 

hat sich für viele Knzymreaktionen in weiterem oder engerem Bereiche als gültig 
erwiesen, wenn cs sich um verschiedene Mengen ein und derselben Enzymlösung 
handelt. Den Schlnßfolgenmgen, die aus Zeitwertmessungen gezogen wurden, liegt 
inde.ssen die Annahme zugrunde, daß eine Beziehnng nach Art der Dleichimg (r) für 
ein Enzym nicht nur unabhängig von .seiner Herkunft und seinem Reiidieitsgrade 
überhaupt gilt, sondern, daß auch der numerische Wert von c immer derselbe i.st, 
daß z. B. gleiche Tnvertinmengen immer die gleiche Inversion.sgeschwindigkeit des 
Rohrzuckers bewirken, mag das Enzym im Hefej)ilz oder in einem Präparate von 
1000 mal höherer enzymatischer Konzentration enthalten .sein. Diese Annahme .stützt 
sich auf die Ivrfaliruiigstatsache von der Konstanz der Tnvertinwirkungk Ivs zeigt 
sich jedoch bei ihrer eingehenden experimentellen Prüfung in der nachfolgenden 
Abhandlung, daß die mit dem Invertin im natürlichen Milieu [3] vergesellschafteten 
Begleitstoffe in gewissen Eällen wohl im.stande sind, die Wirksamkeit des Püizyms 
zu becinflu,sscn. Die.se Beobachtung scheint die in neuerer Zeit namentlich von A. Kik- 
vSKiA) vertretene Auffa.ssung zu bestätigen, daß der quantitative Vergleich verschiedener 
Objekte und Individuen in bezug auf PArmentgehalt unrichtig wird, ,,da wir nur auf 
( jrund der fermentativen Wirkung eine Vorstellung über die Quantität des Eermentes 
bekommen, die Eermentwirkung aber von den Beimengungen höchst beeinflußt wird“. 
Die folgenden Überlegungen gelten der Frage, ob und unter welchen Bedingungen 
es auch in diesem Falle möglich ist, aus den Wirkungen eines Fermentes auf die Fer- 
mentmeiige zu schließen. 

I. Der Zeitwert als Maß der Enzymmengen. 

Den meisten Theorien der Katalyse ist die \h)r.stelhmg gemeinsam, daß für die 
Geschwindigkeit der katalysierten Reaktion, nach K.W. Rosknmund und F. ZktzsciifF) 
auch für die Richtung, in der die Reaktion verläuft, die Wreinigung des Katalysators 
mit den ReaktioiLsteilnehmern maßgebend ist und daß der analytisch nachweisbare 
Umsatz durch den Zerfall dieses Komplexes zustande kommt. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit hängt demgemäß ab; 

1. von der Bildungsge.schwindigkeit, 

2. von der Zusammensetzung und Konzentration, 

3. von der Zerfallsgeschwindigkeit des Katalysator- Reaktoren- Komplexes. 

‘ R. WmrsTÄTTKR, J.Graskr und R. Kühn. Diese Zs. Bd. uj, vS. i [19--]. Rnd zwar Kap. D. 

’) Die.sc Zs. tkl. 118, S. 284 [1921/22]. 

') Berichte der deutsch. Cheiii. Ges. Bd. 54. S. 425 [1921J. und zwar S. 427 . Diese Ansicht 
haben indes schon H. ht Armstrong und Iv. P. Armstrong mit be.soiiderer Rücksicht auf die 
Knzynie vertreten. Proc. Royal vSoc., B, Bd. 86, vS. 561 [i()iH. 
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Einen zeitlich meßbaren Verlauf der Bindung eines Enzyms an sein vSubstrat 
glauben I). D. van Si,yke und A. G. Culern^ am vSystem Urease-Harnstoff beobachtet 
zu haben. Bei anderen Enzym reaktionen ist ein derartiger Effekt noch nicht be- 
schrieben worden. Es scheinen sich namentlich die [4] kohlehydrat- und glucosid- 
spaltenden Enzyme mit ihren Substraten äußerst rasch zu verbinden. Darum wollen 
wir den Einfluß von Verunreinigungen auf die Bildungsgeschwindigkeit des Enzym- 
Substrat-Komplexes vorerst außer Betracht lassen und den Einfluß von Aktivatoren 
und Hemmungskörpern auf Natur, Konzentration und Zerfallsgeschwindigkeit des 
Enzym-Substrat-Komplexes untersuchen. Es ist das Verdienst von E. Michaelis 
zuerst am Beispiel des Hefeinvertins die Aufklärung der verschiedenartigen Hemmungen 
einer Eermentreaktion angebahnt zu haben. Während z. B. nach E. Michaeijs und 
!M. E. Menten^) die Verlangsamung der Inversionsgeschwindigkeit durch Glucose auf 
einer Änderung der Konzentration der Saccharase-Saccharose- Verbindung beruht, 
indem die Hexose einen Teil des freien Enzyms mit Beschlag belegt und dadurch 
der Vereinigung mit dem I)i.saccharid entzieht, besteht der hemmende Einfluß von 
Glycerin nach E. Michaeles und H. Pechstein") in der Herabsetzung der Zerfalls- 
geschwindigkeit der Rohrzucker-In vertin-V erbindung. 

In welcher Weise ist es nun denkbar, daß die Geschwindigkeit einer Enzym- 
reaktion, die durch momentane Vereinigung des Phizyms mit dem Substrat eingeleitet 
wird und die sich durch den darauffolgenden Zerfall dieses Komplexes zu erkennen 
gibt, durch einen dritten Körper beeinflußt wird? Wenn einem Enzym die Eähigkeit 
zukommt, mit Hilfe denselben chemisch wirksamen Gruppen zwei oder mehrere Stoffe 
aiizugreifeii : in welchem Verhältnis wird die Unisatzgeschwindigkeit der Substrate 
beeinflußt werden? Ist es überhaupt möglich, die I'rage nach der Spezifität der En- 
zyme durch Messung von Reaktionsgeschwindigkeiten zu beantworten? 

Wir nehmen an, daß in den Eösungen eines Phizyms nur ein Körper K enthalten 
ist, der die nach dem vSchema 
(2) E^S^{ES)\ 

verlaufende Vereinigung des Enzyms E mit dem Substrat 5 zum zerfallenden (!) 
Komplex (ES) und auch den Zerfall des letzteren zu beeinflussen vermag. Der durch 
^ angedeutete [5] Vorgang möge ein Adsorptions- oder DissoziatioiLSgleichgewicht 
bedeuten. Der Köri)er K .soll imstande sein, nicht nur die aktiven Massen bzw. die 
aktiven Oberflächen von E, S und (ES) zu verändern, also in (piantitativer Hin- 
sicht den Verlauf der Reaktion (2) zu be.stimmen, sondern er soll auch qualitativ 
die Zusammensetzung von E, S und (ES) beeinflussen können. Auch hier möge es 
.sich um Adsorptions- bzw. Dissoziationsgleichgewichte (im Extremfall um feste che- 
mische oder adsorptive Bindung) zwischen K und den Reaktion.steilnehmern handeln. 
Wir beschränken uns ferner auf Reaktionen, die unter Anwendung so geringer Mengen 
von Enzymmaterial verfolgt werden können, daß die in wechselndem Verhältnis vor- 

^ Jl. Riol. Chem. Rd. 19. vS. 141 [1914]. 

') Riocheni. Zs. Rd. 49, vS. 333 LiQUl- Riocliciii. Zs. Rd. 60, S. 79 [1914]. 
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kommenden anderen Venmreinigungen die Natur des Mediums' nicht merklicli ändern. 
Dann wird bei konstanter Ir und Temperatur die Oescliwiiidigkeit der Reaktion durch 
die Zusammensetzung (Struktur) und Konzentration des labilen Komplexes gegeben sein. 

Trügerisch werden die üblichen Zeitwertmessungeii und Quotientenbestimmungen 
offenbar nur, wenn der Körper K in wechselndem Verhältnis in bezug auf E auftritt. 
Es kann sich dabei um einen bekannten Stoff handeln, dessen Konzentration in der 
Knzymlösung analytisch bestimmbar ist, der vielleicht vom Eny.ym getrennt werden 
kann, oder um eine noch unerkannte Beiiniscluing, die, aus dem natürlichen Milieu 
vStammend, im Laufe der Reinigungsoperationen abgetrennt wird, oder endlich um 
einen dem Enzym selbst nahestehenden Körper, der Ad.sorption und Elution, rällung 
und Dialyse mit ihm durchmacht, der aber in verschiedenem Ausgaiigsmatcrial in 
wechselnder Menge enthalten ist (vgl. die folgende Abhatidhnig, Kapitel II, Ab- 
schnitt 3). 

Wir untersuchen, ob es möglich ist, den Körper K zu entdecken und den Mechanis- 
mus seiner Wirkung aufzuklären, [6] wenn wir z. B. mit jedem Enzymmatcrial, auf 
dessen Enzymgehalt geschlossen werden soll, die Reaktionsgeschwindigkeit, ihre 
Abhängigkeit von der h (die Aktivitäts-/)^- Kurve) und der vSubstratkonzentration (die 
Aktivitäts-/)j^-Kurve) experimentell bestimmen und miteinander vergleichen. Ge- 
lingt es so die Art und Weise aufzuklären, nach der K die Reaktionsgeschwindigkeiten 
ändert, so wollen wir untersuchen, ob die vSchwankungen eines Zeitwertquotieiiteu 
vielleicht im wechselnden Verhältnis von K:E ihren Grund haben. 

Als aus.schlaggebender Faktor für die Beurteilung der Enzymspezifität hat sich 
namentlich die wechselnde Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten von der 
Substratkonzentration erwiesen und wir glauben an dieser Stelle die Wichtigkeit der 
Aktivitäts-/),.-Kurven betonen zu müssen. Während man sich nämlich seit den grund- 
legenden Arbeiten von S. P. L. Sörenskn und L. Michaktls über die Bedeutung der 
Wassenstoffionenkonzentration für biologische Vorgänge klar geworden ist, wäihrend 
die Aktivitäts-/)^j-Kurven der Enzyme eifrig bearbeitet und allgemein prozcntisch 
gleiche Teile der Reaktionsgeschwindigkeiten verglichen werden (gewöhnlich die Maxi- 
malgcschwindigkeiten selbst durch Einstellung des /i-Optimums), hat man willkürliche 
und wechselnde Bruchteile der Enzymmengen durch Wrnachlässigung der Aktivitäts- 
/)c;-Kurven miteinander verglichen. Dazu mögen folgende Gründe beigetragen haben : 

Die optimale Wasserstoffzahl ist für die Mehrzahl der Enzyme leicht zu ermitteln 
und dank der Ausbildung der Puffergemische festzuhalten, w^ährend die optimale 
Substratkonzentration oft aus Gründen der Löslichkeit, Enzymzerstörung usw. nicht 
erreichbar ist. Sie stellt ferner kein ausgesprochenes Maximum dar, sondern ist ein 
Grenzwert, der sich nur aus Messungen bei anderen Konzentrationen extrapolieren läßt. 

' Über die Bedeutung der Aktivitätskoeffizieiitcn für die Theorie der Reaktiousgcschwin- 
digkeiten vgl. J. N. BrönstKd, Z.s. f. phy.sik. Clieni. Bd. 102, S. 169 [1922]. 

a Ä = Wa.sserstoffionciikoiizentratioii; vgl. L. MiciiAEiTS. Die Wasserstoffionenkonzen- 
tration. 2. Aufl., Teil I, S. IO [1922]. 
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Der Mechanismus der Wasserstoffionenwirkung bei enzymatischen Katalysen ist 
derzeit nocli nicht so weit aufgeklärt, daß man ein allgemeines klares Bild davon ge- 
winnen könnte. Die Gestalt der Oeschwindigkeits-/)H-K^urven zu deuten, ist leicht, 
die Kigensc haften dieser Kurven zu verstehen, ist [7] schwierig. Im folgenden 
machen wir die Annahme, daß der Parameter dieser Kurven nicht allein durch die 
Konzentration der labilen Phizym-Substrat-Verbindung gegeben ist, um die Prüfung 
dieser Annahme an weiterem Versuchsmaterial vorzuberciten. Ks hat sich nändich 
gezeigt', daß im Falle des Invertins die Aktivitäts-/)„- Kurve nicht durch Änderung 
des aktiven Anteils des Enzyms oder des Rohrzuckers oder durch Dissoziation der 
vSaccharase-Saccharose-vSäure erklärt werden kann, daß sie vielmehr von der Natur 
der Rohrzucker-Invertin- Verbindung bedingt ist, deren Zerfallsgeschwindigkeit von 
der Acidität bestimmt wird. 

Unter den gemachten Annahmen wird K nach einer oder gleichzeitig nach meh- 
reren der nachstehenden Möglichkeiten die Reaktion (2) beschleunigen oder ver- 
zögern : 

I. Gruppe. K reagiert mit dem freien Substrat. 

I. K vernichtet die Reaktionsfähigkeit des Substrates. 

(j) 5 + A^(.S 7 v). + 

Für den gebundenen Anteil des Sub.strates gilt [SK) : " Ah Beschränken wir uns auf 
Fälle, in denen K ■ S ist, so kann sich K nicht geltend machen. S — (SK) ist prak- 
tisch identisch mit 5 . 

Fassen wir diese Einschränkung fallen, so verdient namentlich die Änderung 
der Reaktionsfähigkeit des Substrates durch Wasserstof fionen Beachtung, eine Möglich- 
keit, die II. V. Euler wiederholt betont hat, die auch für nicht enzymatische Kata- 
lysen von Wichtigkeit ist. Bei der Was.serstoffsupero.Kyd-Platin-Katalyse hat schon 
G. Bredig* die Salzbildung des Hydroperoxyds zur Erklärung des Einflusses der 
OH-Ionen auf die Reaktionsgeschwindigkeit herangezogen. 

Die Entscheidung darüber, ob z. B. nur die Kationen oder Anionen eines ani|)ho- 
teren Substrates zur Reaktion mit dem Enzym befähigt sind, wird dann erbracht 
werden können, wenn [8] sich aus der Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit 
von der Acidität und aus den Dissoziationskonstanten des Ampholyten die Abhängig- 
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration des Substrates für kon- 
stantes berechnen läßt, wo die Konzentration der Anionen und Kationen zur 
Gesamtkonzentration des SuFstrates in einem bestimmten Verhältnis steht. Aber 
auch für die Neutralsalze kommt eine Wechselwirkung mit dem Substrat in Betracht. 
E. Michaelis und II. Pecilstein') nehmen z. B. bei der Ecberkatala.se eine Wechsel- 
wirkung der Salze mit den unelektrischen P^ermentmolekülcn an. Die H202-Katalyse 

‘ Nacli.stdiende A])handlung, Kapitel II, Abschnitt 4. 

^ G. Bredig und Müller v. Berneck, Z.s. f. physik. Chem. Bd. 31, S. 258 [1899]. 

') Biodiem. Zs. Bd. 53, S. 320 [1913]. 
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verläuft am schnellsten in mögliclist verdünnten Klektrolytlosimgen. {ES) ist labil, 
alle Salze {K) wirken hemmend. Es ist gut denkbar, daß dieser Effekt auf der Stabili- 
sierung des II2O2 beruht, die außer durch Säuren und viele organische Stoffe auch 
durch Elcktrolyte gelingt. Es steht zu erwarten, daß die Untersuchung derartiger 
Erscheinungen uns bei manchem Substrat über die Natur der rartialaffiiiitäten, durch 
deren Betätigung sich die Komplexe mit den Kataly.satoren bilden, Aufschluß bringen 
wird. 

Die Verschiebung der Aktivitäts-/)j,-Kurve der Katalase bei steigendem Ncutral- 
salzgchalt könnte dann verschiedene Ursachen haben: Entweder werden die eben 
be.sprochenen Affinitätsbeträge vom Elektrolyten abgesättigt, das Ilydroj^eroxyd im 
Sinne von (3) in eine nicht mehr reaktionsfähige vStufe übergeführt, und die Wasser- 
.stoffionen sind an einem Dissoziationsgleichgewicht der labilen TLOi-Katalasever- 
bindimg beteiligt, derart etw'a, wie es L. M1CIIAKIJ.S und M. Kotiistkin * bei der 
Saccharasc-Saccharose-Säure annehmen, oder 

2. Das Enzym reagiert mit dem gebundenen Substrat. 

(4) 5 -f K ^ (SK), E t S ^ (A\S')t und E -f (SK) ^ (ESK )^ . 

Tn diesem Fall werden mit steigendem Salzgehalt neben den (iT.S') -Teilchen immer 
mehr (£' 5 /\) -Teilchen gebildet w-erden, deren Zerfallsgeschwindigkcit von der Aktivität 
der Wasserstoffionen in anderer Weise abhängt oder deren [9] Säuredissoziations- 
konstante verschieden ist. Im allgemeinen wird K in dem nach (4) verlaufenden Prozeß 
sowohl aktivieren als hemmen können. 

Kehren wir daher zur Betrachtung natürlicher Vermireinigungen zurück, so 
kann hier offenbar der Pall eintreten, von dem A. KiKvSEiP sagt: Es ,, können die an- 
wesenden fremdartigen Körper der Tätigkeit des Ferments einer zum Angriff dar- 
gebotenen Substanz gegenüber hinderlich, einer anderen gegenüber aber ohne Ein- 
fluß oder sogar behilflich sein“. Unter uiLserer Vorau.ssetzung K < S kann durch 
wechselnde Mengen des Hemimmgskörpcrs K der Zeitwert der B.eaktion (4) nicht 
geändert werden. Dies wird jedoch in hervorragendem Maße eintreten, wenn K als 
Aktivator fungiert. Dazu betrachten wir den Fkxtremfall 

( 5 ) N -f /V ^ (SK), (SK) + E ^ (ESK )^ , 

wobei (ES) entweder gar nicht gebildet wird oder stabil ist. 

Als Beispiel untersuchen wir, ob die vS2)eicheldiasta.sc, deren Wirksamkeit an 
die Gegenwart von Chlornatrium oder von anderen Salzen gebunden ist, hierher 
gehören kann. P'ür wechselnde Mengen von NaCl müßte die Abhängigkeit vom 
die gleiche sein, wenn wir mit dem Salzzusatz nicht so weit gehen, daß er sich wie 
bei Elektrolyten und Farbstoffindicatoren schon durch Änderung der Dissoziations- 
konstante (der Wasserstoffionenaktivität) bemerkbar macht. Pür verschiedene 

2 Biocliem. Zs. Bd. iio, vS. 217 [1920]. 

^ a. a. O. 
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K[Ki, Ki, . . .) also für verschiedene Neutralsalze wären dagegen die Parameter der 
Aktivitäts-/),i-Kiirven verschieden, entsprechend der verschiedenen Natur der labilen 
Verbindungen (ESKj), (ESlu), wie es MiCiiakus und H. Pkchstkin' bei 
der vSpeicheldiastasc tatsächlich beobachtet haben. Die durch eine bestimmte Enzym- 
nienge bewirkten Umsatzgeschwindigkeiten müssen in hohem Maße vom Quotienten 
A':i: abhängen. Immerhin wäre es nicht schwierig, relative Mengen von Diastase zu 
bestimmen, da wir das Kochsalz durch Dialyse entfernen und nachher dosieren können. 

[10] Wir müßten nur in bezug auf die Stärke prozentisch gleiche Kochsalzmengen 
anwenden, um gleiche Aktivierungen zu erhalten, E. StarkbNvSTKin') hat jedoch 
gezeigt, daß die zur Aktivierung nötigen Salzmengen den angewandten Diastase- 
mengen proportional sind. Ehr die an Amylasen beobachteten Aktivierungserschei- 
nungen kommt also eine verschiedene Reaktionsfähigkeit von CI-, NO3-, usw. Stärke 
höchstens in untergeordnetem Maße in Betracht. 

Ist der iVktivator K in (5) unbekannt und nicht abtrennbar, so wird man durch 
Zusatz überschüssigen Kochsaftes u. dgl. oder durch anderweite künstliche Aktivierung 
des Substrates, wenn diese nur genügend groß ist, die zur Messung des Enzymgchalts 
nötigen vergleichbaren Bedingungen herstellen können. Trifft auch das nicht zu, 
handelt es sich vielmehr um einen dem Enzym selbst nahestehenden empfindlichen 
Körper, so ist es nicht möglich, aus kinetischen Messungen Schlußfolgerungen auf die 
Konzentration von E zu ziehen, wenn das AVrhältnis K:E schwankt. Trotzdem i.st 
es möglich, über die Spezifität dieses Eerments gegenüber zwei Substraten zu ent- 
scheiden. Denn die durch verschiedene A-Mengen aktivierten Beträge der Substrate 5 i 
und S2 werden immer in demselben Verhältnis stehen und darum wird auch das Ver- 
hältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten von K:E unabhängig sein. Wenn sich — als 
Grcnzfall von (5) — die Aktivierung nur auf eines der Substrate bezieht, so wird offen- 
bar die Frage nach der spezifischen Natur von E bedeutungslos. Uiegt dieser Orenz- 
fall im Schema (4) vor (Bei.spiel KiKSKn), so ist die Kenntnis der in verschiedenen 
Eiizymlösuiigen vorhandenen Mengen K nötig, um den A-Gehalt bestimmen und über 
die Spezifität des Enzyms entscheiden zu können. 

Für die hier besprochenen Möglichkeiten der ,,Substrataktivierung“ fehlt es an 
genügend untersuchten Beispielen. Die bei weitem überwiegende Mehrzahl von 
Aktivatoren und Hemmungskörpern verschafft sich durch Wechselwirkung mit dem 
Enzym Geltung. 

[11] II. Gruppe. K reagiert mit dem freien Enzym. 

I. K bindet das Enzym zu einer unwirksamen vStufe. 

(b) A-1-A^(AA), E + S^(ES)U 

I n 

K ist ein Hemmungskörper, der einen Teil des aktiven Enzyms der Vereinigung mit 
dem Substrat entzieht. Die Abhängigkeit der Enzymwirkung vom wird unberührt 

1 niochem. Z.s. lid. 59, S. 77 [i9H]- 

‘) Biocheiii. Z.s. Bd. 24, S. 210 [1910] und Bd. 47, vS. 3(X) [1912J. 
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bleiben, wenn durch die Wasserstof fioneii nicht der labile Anteil, sondern die I^abilität 
von {ES) bestimmt wird. Kin richtiges Bild von der Konzentration des Enzyms 
läßt sich durch Extrapolation der Zeitwerte für unendliche hohe Substratkonzentration 
erhalten. Die Gleichgewichte I und II sind dann so weit verschoben, daß sich K 
nicht mehr geltend machen kann, obwohl die Parameter der Aktivitäts-/)^- Kurven 
bei wechselndem K:E differieren. Für den Fall eines Dissoziationsgleichgewichts 
beobachtet man anstatt der Konstanten iv- des Gleichgewiclits 11 die sclieinbare 
Dissoziationskonstante Ks wenn die Konzentration des Körpers K, Ki; 

die Korrstante des Gleichgewichts I bedeutet. Die Affinität zu einem zweiten Substrat .S 
wird ganz entsprechend von jr- auf - . erniedrigt werden. Mit Rücksicht 

* ''»(yu + 'l 

auf die in der folgenden Abhandlung beschriebenen Beobachtungen über den Einfluß 
natürlicher Begleitstoffe auf die Aktivität der Hefesaccharase wird dieser Fall im 
nächsten Kapitel noch ausführlicher behandelt. 

2. Das Substrat reagiert mit dem gebundenen Faizym. 

(7) E-\-K^(EK), (FK)H S^(EKS)U 

{ES) wird nicht gebildet oder ist stabil. Hierher gehören zahlreiche Fermente vor- 
wiegend tierischer Herkunft, für deren Wirksamkeit die Gegenwart gewisser Kationen 
oder Anionen nötig ist. Am Beispiel der Diastase haben wir schon im zweiten Absatz 
der I. Gruppe über die Beziehung der Reaktiotisgeschwindigkeit zum Enzynigehalt 
in diesem Fall gesprochen. Auch über die Spezifität des Ivizyms läßt sich unter den 
im letzten Absatz (II, l) angeführten Gesichtspunkten [12] entscheiden. Hier erhebt 
sich die Frage: Soll man die Systeme {EKi), {EKz) usw. als besondere Enzyme be- 
zeichnen oder genügt cs zu verlangen, daß unter gleichen äußeren Bedingungen die 
Affinität eines Enzyms, sein Wirkungs vermögen, dasselbe sei? 

Wir halten es für richtig, jedes derartige vSystem in reaktionskinctischem 
Sinne als selbständiges Flnzyin zu behandeln, also z. B. von Chloriddiastase, Nitrat- 
diastase usw. zu s])rechcii, wie es in der Jdteratur' bereits üblich ist. In ])rä- 
parativem vSinne haben wir es aber in Anbetracht der Re|)roduzierbarkeit der Akti- 
vatorwirkung und der gleichmäßigen Ausführung der Analysen mit einem Enzym 
zu tun. Diese straffe F'assung des reaktion.skinetischen luizymbegriffs wird auch 
dann von Nutzen sein, wenn neben dem gebundenen Flnzym auch das freie wirk- 
sam ist. 

(8) E {EK), £ -b 5 ^ {ES)\ und {EK) + 5 ^ {EKS )^ . 

K kann je nachdem aktivieren oder hemmen. Die Bestimmung der Pankreas- 
lipavSc- bietet Beispiele dafür, wie weitgehend .sich das variable \ erhältnis zwischen 
Enzymgehalt und Geschwindigkeit der I'cttspaltung durch künstliche Aktivierung 

' b. Michaki^iS und ir. PKCHSTKIN, a. a. ().; H. V. Kui.KK, Chemie der lüizyme, I, S. 35. 

* R. Wirj,ST.\TTKR. E. WArDSCiiMiD'i'-bia'i'z niid F. MkmmKX, l)ie.sc Z.s. (im Bruck) {Abh. SS). 
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oder Hcmniiing ausglcichen läßt. Unter solchen Bedingungen wird auch das Ver- 
hältnis der vSpaltungsgeschwindigkeiten verschiedener Fette von K\E und von der 
Natur von K unabhängig sein, wovon der Mechanismus der N-Wirkung mit dem 
der zugesetzten Aktivatoren übereinstimnit. vSehr häufig wird bei einer mikrohetero- 
genen Reaktion Aktivierung und Hemmung auf rein physikalischen Änderungen 
des Milieus an der Oberfläche der Kolloidteilchen beruhen, ohne daß diese Körper 
auf die Konfiguration der wirklichen Enzymgruppen von Einfluß wären. Wenn 
daher z. B. die Eipase in verschiedenen Vorkommnissen mit wechselnden Mengen 
von Körpern assoziiert ist, die mit ihren wirksamen Gruppen in Wechselwirkung 
stehen, dann gestattet eine gleichartige ,, physikalische' ' Aktivierung, auch wenn da- 
durch ein hohes Vielfaches der natürlichen Reaktionsgeschwindigkeit erzielt [13] wird, 
nicht, die Enzymmengen zu vergleichen und über die vSpezifität des Fermentes zu 
entscheiden. Die Erfahrungen, von denen die folgende Mitteilung berichtet, machen 
es wahrscheinlich, daß solche Begleiter dem Enzym selbst nahe stehen, und sie zeigen 
den Weg, auf dem ihr \"orhandensein erkannt und trotz ihrer Gegenwart die ana- 
lytische Bestimmung relativer Enzymmengen möglich ist. 

III. Gruppe. K reagiert mit dem Enzym-Substrat- Komplex. 

T. Durch den Hemmungskörper K wird die zerfallende Enzymsubstratverbindung 
in eine stabile Form übergeführt. 

(9) K -f 5 ^ [ES] t , (ES) t + K ^ (ESK ) . 

2. (ESK) ist labil. 

(ro) E + 5 ^ (ES), (ES) -1- K ^ (ESK) t . 

K ist Aktivator. Wenn auch (KS) zerfällt, 

(II) E -I- .S ^ (ES) t und (ES) t ^ (ESK) t , 

kann A sowohl hemmen als auch aktivieren. Diese Meehanismen dürften sich neben 
den in der I. und II. Gruppe diskutierten in der Regel nur in beschränktem Maße 
geltend machen. 

Zusammenfassend heben wir hervor: Für die Reaktionsbeeinflussung enzy- 
matischer Vorgänge gibt es einige typi.sche Möglichkeiten, zwischen denen sich durch 
kinetische Messungen prinzipiell entscheiden läßt. vSolange wir auf die Fermente nur 
aus ihren Wirkungen schließen können, muß es das Ziel .sein, den Einfluß der natür- 
lichen Fermentbegleiter zunächst in einfachen Fällen auf diese Typen zurückzuführen. 
Dann erst .sind wir imstande, aus der Mes.sung von Reaktionsgeschwindigkeiten ein 
exaktes Maß für die Enzymmengen abzuleiten und die spezifische Natur dieser Kata- 
lysatoren zu enthüllen. 

II. Der Zeitwertquotient als Funktion der Substratkonzentration. 

Enzymbindende Verunreinigungen machen sich bei der Ermittlung von Zeit- 
wertquotienten dadurch geltend, daß der wirksame Anteil des Enzyms geändert wird 
und zwar verschieden .stark, wenn die Affinität zu den vSub.straten verschieden [14] ist. 
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Das Ergebnis der Messungen muß dann das gleiche sein, als ob wir mit derselben 
Enzymlösiing das Verhältnis der Reaktionsgesehwindigkeiten das eine Mal z. B. in 
0,211-, das andere Mal in o,3n-Tyüsung bestimmt und miteinander vergliehen hätten. 
Damm wollen wir jetzt die Abhängigkeit des Quotienten von der Substratkonzen- 
tration betrachten, unter der Annahme, daß die Vereinigung der Enzyme mit den 
Substraten durch das Massenwirkungsgesetz geregelt wird. Diese Annahme bedeutet 
einen GrenzfalD für eine mikroheterogene Katalyse, womit wir es ja bei den Enzym- 
reaktionen zu tun haben. Aber die Erfahrung lehrt, daß dieser Grenzfall durchaus 
nicht selten ist. Hat sich doch bei Versuchen über die Abhängigkeit der Reaktions- 
geschwindigkeit von der Substratkonzentration gezeigt, daß nicht nur die Rohrzueker- 
spaltung^ die Hydrolyse von a-Mcthylglucosid durch Hefeauszüge 3 , oder die von 
/i-Glucosiden durch EmulsiiD, sondern sogar die Trypsinverdauung der Gelatine ^ 
vom Massenwirkungsgesetz beherrscht wird, wenn man die Annahme macht, daß 
die Umsatzgeschwindigkeit der Konzentration der vorhandenen Enzymsubstrat- 
verbindung proportional sei. Auf solche Systeme beziehen sich die folgenden Ent- 
wicklungen. Man möge dabei an zwei von einander völlig unabhängige Enzvmc 
denken, auch wenn wir mit Rücksicht auf die späteren Anwendungen folgende Be- 
zeichnungen einführen: 


[S] sei die Konzentration der Saccharose in freiem Zustand (praktisch überein- 
stimmend mit der Gesamtkonzentration des Rohrzuckers), 

^ die gesamte molare Konzentration der Saccharase und 
[15] 0 die molare Konzentration des an Saccharose gebundenen Anteils des Enzyms, 
also auch gleich der Konzentration der Enzym.substratverbindung. 

Unter [R], P und q möge man analog die Raffinosekonzentration sowie die Kon- 
zentration der gesamten und gebundenen (aktiven) Raffinase verstehen. 


Dann besagt das Massen Wirkungsgesetz: 
u'jd’ -0) 


Ks 


und 


fA>l(P- 

c> 


Kr, 


woraus für die Konzentration der vSaccharase-Saccharosc-Verbindung und des Raffi- 
iiase-Raffinose- Komplexes folgt : 


(13) 


o ~ 


V. 

-- hH ( A'.s 


und 


[Al 

[A| + A,( 


V iils Eunktion von log und als Funktion von log stellen Dissoziations- 
restkurven dar, deren Wendepunkte durch —log AU und —log A r festgelegt sind. 

Über die Anwendbarkeit de.s Ma.s.senwirkungsgesetzes vgl. die treffenden Ausführungen 
von b. MiciiAKiJS. Bioehem. Zs. Bd. iis, S. 260 [ig2i] und Koll. Zs. Bd. 31. S. 246 [1922]. und 
zwar S. 251. 

B. Michakus und M. B. Mknten, Bioehem. Zs. Bd. 49. S. 333 [1913]; II. v. BuhKR und 
J. Baurin, Die.se Zs. Bd. iio, S. 55 [1920] und die naelistehende Abhandlung. 

^ P. Rona und B. HiCHAiaiS, Bioehem. Zs. Bd. 58. vS. 148 [1914]. 

Nach imveröffentliehten Versuchen mit Frl. Dr. J. Graser. 

5 J. H. Northrop (mitbearbeitet von F. Joiinston), Journ. Gen. Physiol. Bd. 4, vS. 487 


60 * 



1044 


R. KuHN: 


Die Proportiüiialitätsfaktoreii zwisdieii o und Q und den experimentell bestimm- 
baren Anfangsgeschwindigkeiten der Rolirzaicker- tmd Raffinosehydrolyse Vs und Vh 
werden im allgemeinen ungleich sein: 


(^4) % — b.S'* , Vf( - Cjl‘ 

Cs : Cn bedeutet dann das Verhältnis der Hydrolysengeschwindigkeiten des Di- 
und Trisaccharids, die durch ein und dieselbe Knzymmenge hervorgerufen werden, 
wenn jede Reaktion bei einer solchen Konzentration des vSubstrates gemessen wird, 
daß der an Zucker gebundene molare Anteil beider Enzyme in jedem Fall prozentisch 
gleich ist. Das wird im allgemeinen nur bei [ 5 ] / [ 7 vJ eintreteii. Die Zeitwertquotienten 
werden aber immer in äquiniolaren Lösungen der Substrate bestimmt. Darum .stellt 
erst der für unendlich große Substratkonzentration extrapolierte Quotient der An- 
fangsgeschwindigkeiten das Verhältnis der Proportionalitätsfaktoren Cs'. Cr dar. 

(15) lim(; = C,:C,:^y.. 

rs'j = [it] - 


[16] Aus (13) und (14) ergibt sich für den Quotienten bei beliebiger Substratkonzen- 
tration 

^o.P _ c:, • (7n -I Kn) 

■''/.* ^ i( w’C t'Ä lAq • (fA; |- Jis)’ 

was wir in Anbetracht von [.S] --- [R] mit Berücksichtigung von (15) auch schreiben 
können 


(lO) 


Qs-Q^ 


ü^^l I A’, 


[S\ I Ks • 

Wählen wir log | als unabhängige Variable v, dann .stellt Qs als Funktion von x 
eine Dissoziations- bzw. Dissoziationsre.stkurve mit folgenden Eigenschaften dar: 


(17) 

(18) 

(19) 




+ Ks 


dQs n 1 

— CAx^-lnio- 


dx 


F’- 


■ /VF 


d^Qs 


dx^' ‘ 

Aus (16) folgt 

(20) lim Qs -- Q. - (>< 


(A,- . iV 3 (AV-^ 


{e 1 yyj ' 

Kn 


IX] - ' A.s 

Es läßt sich zeigen, daß (15) und (20) A.syinptotcn von (16) .sind, luir die Abszisse 
des Wendepunktes der Quotientenkurve (17) ergibt sich aus (iq) unter der Bedingung 
Ks / Kr 

( 21 ) Kq^Ks, 

während für die Ordinate Qm aus (17), (20) und {21) 

(2^) Qm -- (»X. F A-f " ' (*?» I 



Theorie der Zciiwerttiiiotieiilei 


1045 

folgt. Für die Wendetangente ist die Neigung 

( 23 ) tß« - • 1" >o(^/ - i) ^ „,575 ((>„ - yg 

charakteristisch, wie sich aus {18) mit Berücksichtigung von (20) und (21) ergibt. 
[17] Der Wendepunkt der Quoticnteukim^c ist also in jedem Ball dadurch aus- 
gezeichnet, daß seine Abszi.sse mit dem Parameter derjenigen Euzyimvirkung zu- 
sammenfällt, der die kleinste Dissoziationskonstante der Knzymsubstratverbindung 
zukommt. Greift dieses Enzym noch andere .Sub.strate an, so soll die Hydrolyse 
desjenigen, zu dem cs die größte Affinität be.sitzt, als Hauptwirkung des Enzr’ms 
von sei nen Nebenwirkungen unter- 
schieden werden, unabhängig von der 
Geschwindigkeit, mit der die Komplexe 
des Knzyms mit den verschiedenen 
vSubstraten zerfallen. Die Ordinate des 
Wendepunktes stellt immer das arith- 
metische Mittel der für unendlich 
kleine, und unendlich große Substrat- 
konzentration extrapolierten Ge- 
schwindigkeitsquotienten dar und 
ist daher im Gegensatz zur Al)szisse 
durch den numerischen Wert der 
Nebenaffinitäten bedingt. 

Abb. I zeigt die Lage der Quotientenkurve Q, die sich aus den Dissoziations- 
restkurven S und K ergibt. Der Parameter der Hauptwirkung 5 beträgt 0,017, 
jenige der Nebenwirkung R 0,272. {L. hat den Wert 2,0. Die Ordinaten der p-Kurve 
.sind im Verhältnis 1:0,03 verkleinert gegenüber denjenigen [18] der 5 -Knrve, die 
ihrenscits im Vergleich mit dem Maßstabc der Ab.szisse im Wnhältiiis 2:1 vergrößert 
.sind. Aus (20) folgt für die obere Asymptote der (J-Kurve Qo ^ 32. Durch die Wahl 
des Maß.stabes ist erreicht, daß die Wendepunkte der 5 - und (^-Kurve nicht nur gleiche 
Abszisse, sondern auch gleiche Ordinate haben, da die Asynq)toten von Q zum Wende- 
punkt von 5 sehr angenähert symmetrisch liegen. Setzt man noch Qo — Qco und den 
Maximalwert der S-Kurve gleich der Kinheit der Abszisse, so schneiden sich die Wende- 
tangenten von Q und wS unter einem Winkel von 120''. 

In besonderen Fällen kann die Quotienten kurve folgende Pligenschaften be- 
sitzen: 

'•> Rs^-Kn, 

Die Dissoziationsrestkurven fallen zusammen. Die (LKiirve ist eine zur A-Achse 
parallele Gerade im Abstand i. 

2 .) 



Kg ■ K/i , 


Q.>z. 
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Die Dissoziationsrestkurven sind affin. Qo = Qm — Qoo Q. Die ()-Kurve ist 
eine zur .r-Aclise parallele Gerade im Abstand Q. 

3 ) Ks>Kn, Qao^-i. 

Die Dissoziationsrestkurven können durch Parallelverscliiebung längs der Ab- 
szissenachse zur Deckung gebracht werden. 

q.=^k,:k„ = 

Der für [ 5 ] = 0 extrapolierte Geschwindigkeitsquotient stellt das Verhältnis der 
Dissoziationskonstanten dar. 

4 -) Ks<Kii, 

ist der oben behandelte allgemeine Fall. Ist Ks > Kn, so übernimmt Kr die Bedeutung 
des Hauptparameters. 

Ist die Abhängigkeit der Hauptwirkung von der vSubstratkonzentration bekannt, 
so genügt wegen der ausgezeichneten Lage der (L Kurve eine einzige Quotienten- 
bestimmuiig, uni das arithmetische Mittel aller denkbaren Quotienten zu finden, 
die für die betreffende KnzymlÖsung von den verdünntesten [19] bis zu den konzen- 
triertesten Lösungen der Substrate möglich sind. Diese Quotientenbestiniinung hat 
bei derjenigen Normalität der Substrate zu erfolgen, die für die Hälfte der maximalen 
Hauptwirkung charakteristiseh ist. Das gilt allgemein für den Vergleich beliebiger 
Fnzymwirkungen, z. B. für das Verhältnis der Geschwindigkeiten, mit denen ein Hefe- 
auszug Rohrzucker und «-Methylghicosid spaltet. Wie weit sich der Quotient von 
diesem Mittelwert entfernen kann, wissen wir zunächst nicht. Wir wissen nur, dal 3 
er beim Übergang zu konzentrierteren Lösungen immer kleiner werden muß, um 
in verdünntereii ganz entsprechend zu wachsen. Je nachdem aber Fußpunkt, Mittel- 
stück oder Scheitel der Dissoziationsrestkurven, die der Knzymwirkung mit der 
niedrigeren Affinität entsprechen, in das experimentell günstigste Gebiet fallen, wird 
es möglich sein, nach einer der folgenden Methoden den Gesamtverlaqf der (LKurve 
mit größerer oder geringerer Genauigkeit aufzufinden: 

1. ^lan bestimmt die einzelnen Parameter Ks und Kr. Dann genügt die genaue 
Kenntnis eines Quotienten bei beliebiger Konzentration, um das Verhältnis der 
ürdinaten der beiden Kurven festzustellen. Die ^-Kurve läßt sich durch Finset2:en 
von Ks, Kr und Qx, in {16) berechnen bzw. konstruieren. 

2. Bei hochmolekularen und schwer löslichen Substraten, zu denen das Knzyni 
nur geringe Affinität besitzt, wird nur der Fußpunkt der Dissoziationsrestkurve 
untersucht werden können. Ist Qm bestimmbar und läßt sich der Quotient für un- 
endlich kleine [ 5 ] extrapolieren, so läßt sich die ^-Kurve konstruieren, da ihr Wende- 
punkt und eine Asymptote bekannt sind. Die zweite Asymptote muß zum Wende- 
punkt symmetrisch liegen. Oder man verfährt nach 

3., indem man einige in der Nähe von Qm gelegene Quotienten bestimmt und 
aus der so ermittelten Lage der Wendetangente nach (22) und (23) ^0 und Qr^ berechnet, 
woraus sich auch Kn ergibt. 
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4. Ist weder das Gebiet von Kr, noch das von Ks mit dem Substrat R erreichbar, 
so gelangt man bei Kenntnis von Ks- [20] durch Kombination von je zwei (nicht zu 
nahe aneinanderliegenden) Quotienten auf folgendem Wege zum Ziel; Bei der Substrat- 
konzentration Sa sei der Quotient Qa, bei Sh Qi, bestimmt worden. Die Q-Kmvc {Q als 
Funktion von 5 ) ist dann: 

/ ^ ^ Q _ ih iS. I K,) {S - S,) - Q,{S , 1 - s,.) 

^ {S.-bS,){S + Ks)^ 

III. Der Zeitwertquotient als Maß der Enzymspezifität. 

I. Artverschiedenheit der Fermente. 

Nach den Ausführungen des I. Kai)itels beruht die Bedeutung der Affinitats- 
messung für die Quotientenmethode darauf, daß nicht nur in bezug auf die Wasser- 
stoffionen-, sondern auch in bezug auf die Substratkonzentration gleiche Bruchteile 
der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten verglichen werden. Ob jedoch in ver- 
schiedenen Enzymlösungcn gleichen IMaximalgcschwindigkeiten auch gleiche Enzym- 
mengen zugrunde liegen, läßt sich durch Affinitätsmessungen nicht entscheiden. 
Im II. Kapitel (Abschn. 4) der folgenden Mitteilung wird gezeigt, daß z. B. durch 
Wasserstof fionen nicht der aktive Anteil des Rohrzuckers, der Saccharase oder der 
Rohrzucker-Saccharaseverbinduiig, sondern vielmehr die Eabilität der letzteren Ver- 
bindung bestimmt zu werden scheint. Es ist nämlich die Abhängigkeit des Gleich- 
gewichts zwischen Enzym und Zucker von der h jedenfalls viel zu gering, als daß 
man durch Änderung desselben die Aktivitäts-/i-Kurve des Invertins erklären könnte. 
Darum haben wir auch in den Enzymlösungen mit natürlichen Begleitern zu rechnen, 
die die Zerfallsgeschwindigkeit der Enzymsubstratverbindung, nicht aber ihre Kon- 
zentration zu ändern vermögen. 

In solchen Fällen wird die Quotientenbestimmung durch Kontrollversuche zu 
ergänzen sein, die unter wechselseitigem Zusatz des eigenen und fremder Kochsäfte, 
Dialysate, Extrakte usf. anzustellen sind. Die Methode der arteigenen und artfremden 
Kochsäfte (vgl. Kap. II, Abschn. 6 und Kap. ITT, Abschn. 5 der nachstehenden Ab- 
handlung) wird aber auch umgekehrt für die [21] Frage nach der Natur der enzym- 
bhidenden Verunreinigungen von Bedeutung sein. 

Es wird mit ihrer Hilfe gelingen, auf indirektem Wege über die Artspezifität 
der Fermente zu entscheiden, also die Frage zu lösen, ob die wirksamen Gruppen 
derjenigen Katalysatoren, deren sich verschiedene Hefepilze oder Phanerogame und 
Kryptogame oder Pflanze und Tier z. B. für die Rohrzuckerhydrolyse bedienen, iden- 
tisch sind oder nicht. Denn einer gewissen Konfiguration der chemisch aktiven Gruppen 
im Enzymmolekül entspricht zweifellos eine ganz bestimmte Affinität zum vSubstrat, 
und wir können untersuchen, ob die Affinitätsverschiedenheiten, ob Unterschiede 
der Kinetik und der Aktivitäts-/)ii-Kurvcn, ob ein verschiedener Einfluß von Akti- 
vatoren, Hemmungskörpern u. dgl. bloß durch Art und Menge der in jedem Falle vor- 
handenen Begleiter zu erklären .sind. Ihn den vSinn dieser Methode, zu deren voll- 
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koniincncr lielierrscliun^ noch Untersucliungen über Reversibilität und Reilienfolgc- 
pliänomene ausstclicn, zu erläutern, verweisen wir auf die in der folgenden Mitteilung 
(Kap. II, Absclin. 6) nachgewiesene Identität der in verschiedenen Heferassen 
enthaltenen invertine von differierender Rohrzuckeraffinität. 

Viclfacli hat man v^chlüssc über die Artverschiedenheit von Fermenten aus anderen 
Beobachtungen zu ziehen versucht. E. Fischer und W. Niekri/ deuteten z. B. die 
Tatsache, daß durch den Dünndarm des Hundes und des Pferdes Rohrzucker, nicht 
aber Raffinose gespalten wird, während die Hefe und ihre Au.szüge sowohl das Di-, 
als auch das Trisaccharid zu hydroly.sieren vermögen, durch die Annahme, daß das 
rohrzuckerspaltende Enzym des Dünndarms mit dem Invertin der Hefe nicht identisch 
sei. Auch die Beobachtung, daß das vSeruin von Pferde- und Rinderblut den Malz- 
zucker leicht spaltet, ohne <\-Mcthylglucosid zu verändern, während Maltose und 
A-jMeth^dglucosid gegenüber den Enzymen der Hefe ,, völlige Übereinstimmung" zeigen, 
führte E. Fischer zu [22] der Ansicht'), ,,daß ein und dasselbe Enzym der Hefe, 
die Maltase, sowohl die ^-Methylglucoside, als auch die ]\Iclibiose und verschiedene 
als Dextrine bezeichnete, kompliziertere Kohlehydrate angreifen kann. Die Erfahrung, 
daß einzelne Hefen nur die Maltose, aber nicht die Melibiose spalten, oder daß es 
]\Ialtasen gibt, wie z. B. im Blut der vSäugetiere, welche die v-Glucoside unberührt 
lassen, ist kein triftiger Grund dagegen." 

Wie R. WTiXvSTÄTTer und R. Kuiin^) hervorheben, genügt es aber nach den 
mit der Methode der Zeitwertquotienten gewonnenen Fhfahrungen nicht, ,,mit 
E. Fischer in verschiedenen Organismen verschiedene Invertine und verschiedene 
Maltasen anzunehmen, auch mit dem Vorkommen verschiedener Hefeinvertine und 
verschiedener Raffinasen in Hefen müßte man rechnen." R. Wiixstätter und seine 
Mitarbeiter haben sich jedoch in ihren vS. i zitierten Untersuchungen nicht für die 
Annahme einer überaus weitgehenden Artspezifität der Enzyme entschieden. Die 
Befunde ließen sich gut mit der Vorstellung erklären, ,,daß Alaltose und ^-Mcthyl- 
glucosid auch von der Hefe mittels zweier verschiedener Enzyme hydrolysiert werden." 
Auch für die Verschiedenheit von tieri.schcm und pflanzlichem Invertin ,, entfällt die 
Stütze, vv'enn sich die HydroE'se von Rohrzucker und Raffinose auf verschiedene 
Enzyme zurückführen läßt." Gelingt es andererseits, die Rohrzucker- und Raffinosc- 
spaltung auf dasselbe Hcfccnzyni zurückzuführen, so ist damit auch die Verschieden- 
heit derjenigen Sacchara.sen erwiesen, die ohne Wirkung auf das Trisaccharid sind. 

An dieser Stelle muß jedoch hervorgehoben werden, daß die niedrige Affinität 
verschiedener Invertine teilweise wenigstens durch Assoziation der Enzymteilchen 
mit gewissen Körpern derart zustande kommt, daß dadurch die Diffusion des Zuckers 
an die reaktion.sfähigen Stellen des Katalysators herabgesetzt wird, und es wäre denk- 
bar, daß schließlich nur noch das Substrat mit dem kleinsten Molekulargewicht bzw. 

* Sitzung, sber. d. preuß. Akad. d. Wissciiscli. 1896, S. 73; Untersuchungen über Kohle- 
hydrate und Fermente, S, 868, und zwar S. 875 [1909]. 

') Diese Zs. Bd. 26, vS. 60, und zwar vS. 80 [1898]. 

Ü Die.se Zs. Bd. 115, vS. 180, und zwar S. 181 [1921] {/IW/. 75). 
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Molekiilarvolumcn hydrolysiert wird, daß z. B. ein [23] Invertin mir noch Rolirzneker 
spaltet, obwohl seine wirksamen Grujiiien mit denen eines ans .i^^ewühnlieher Hefe 
isolierten nbereinstimmen und auch die Hydrolyse der Raffinose bewirken könnten. 
Aus demselben Grunde darf vielleicht da.^^ Experiment E. EISCT^vRs^ der mit frischer, 
chloroformierter Hefe ^-MethylKhicosid, nicht aber Malzzucker zerlegen konnte^ 
nicht im Sinne von R. Wiixstättkk und W. Stkibku- als Beweis für die \xrschieden- 
heit des Maltose und des ^-Methylghicosid spaltenden Enzyms angesehen werden. 

Hie Affinitätsänderungen des Invertins bei der Hitzezerstörung (vgl. Kap. II, 
Abschn. 6 der folgenden Mitteilung) täuschen eine ungleiche Beständigkeit von Saccha- 
rase und Raffinase vor. Tn welchen Eidien die zalilreichen Eiteraturangaben über 
verschiedene Resistenz zweier Enzyme gegen Säuren, Alkalien, Temperatur, Gifte 
u. dgl. auf die Affinitätsänderungen eines Ehizyms zurückgeführt werden können, 
läßt sich aus den angeführten Messungen nicht ersehen. 

Obwohl E. ErsCHKR die Identität von Raffinase und Saccharase, von Maltase 
und a-Methylglucosidase annahm und die Verschiedenheit der tierischen und pflanz- 
lichen Enzyme vermutete, betonte er in der III. IMitteilung über den ,,E;influß der 
Konfiguration auf die Wirkung der Enzyme"^ ausdrücklich, ,,daß der Beweis dafür 
fehlt und auch kaum geliefert werden kann, solange man nicht imstande ist, die En- 
zyme als einheitliche chemische Individuen zu charakterisieren.“ Wir halten eine 
Charakterisieiung für möglich, noch ehe die Eermente einzeln in reinem Zustande 
isoliert sind, und zwar soll dazu die reproduzierbare und konstante Affinität dienen, 
(he dem Ehizym im identischen IMilieu von Begleitstoffen unter gleichen äußeren 
Bedingungen gegenüber einem seiner Substrate zukoimnt. 

[24] 2. Absolute und relative Spezifität. 

Sind die Differenzen von Zeitwert(|uotienten durch ein wechselndes Mengen- 
verhältnis zweier voneinander unabhängiger Enzyme zu erklären, dann müssen auch 
bei übereinstininiender Affinität des untersuchten Enzymmaterials verschiedene 
Quotienten Vorkommen. Die Konstanz mindestens einer Enzymaffinität ist eine 
der wichtigsten Voraussetzungen für die Anwendbarkeit der Quotientenmethode, die 
den in üblicher W eise ermittelten Zeitw'ert als Maß der Enzymmenge betrachtet. 

Um auch in anderen Eällcii über die Spezifität der in der Natur für die Hydrolyse 
nahe verwandter Zuckerarten und Glucoside ausgebildcten Katalysatoren zu ent- 
scheiden, wird zu untersuchen sein, wie weit die beobachteten Schwankungen der 
Zeitwertquotienten durch Affinitätsunter.schiede der Enzyme zu ihren Substraten 
bedingt sind, ob z. B. bei ä- und /i-Glucosidasen im Gegensatz zum Verhalten gewisser 
Hefesaccharasen auch beim Altern und Reinigen der Enz^'nqiräparate Affinitäts- 

* Cheni. Bcr. Bd. 27. vS. 3479 [1S94I; Bd. 28, vS. 1429 [1805]; H. Pisciikr, Unters, ül). Kolileli. 
u. Ferm., S. 845, und zwar S. 846 und »S. 850, und zwar S. 85 Uf- [1009]. 

* Diese Zs. Bd. 115, S. 199, und zwar 8. 200 [1921] {Abh.y 6 ). 

^ Cliem. Ber. Bd. 28, S. 1429, und zwar 8. 1438 [1895]; E. Fischkk, Unters, üb. Kohleli. 
u. Fenn., 8. 850, und zwar vS. 859 [1909]. 
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änderungen Vorkommen. In zwei Fällen können aber solche Schwankungen für das 
Verhältnis der (jcschwindigkeiten, mit denen ein Enzym den Umsatz mehrerer Sub- 
strate bewirkt, ohne Belang sein: 

1. Wenn die Dissoziationskonstanten der Knzym-Substratverbindungen überein- 
.stimmen, 

2. wenn die Dissoziationskonstanten zwar verschieden, aber so gering sind, daß 
die gewählte Substratkonzentration genügt, um den Einfluß enzymbindender Ver- 
unreinigungen unmeßbar klein zu machen, wenn also in bezug auf die Substratkonzen- 
tration die maximal mögliche Geschwindigkeit der Hydrolyse unter den Bedingungen 
der Zeitwertbestininiung praktisch erreicht ist. 

Es scheint z. B. die von R. Wir,i.STÄTTER und G. Oppenheimer' für die vSpaltung 
einiger aromatischer />’-Glucoside durch verschiedene Pflanzensamen und Phiiulsinprä- 
parate beschriebene Konstanz der Zeitwertcpiotienten in einer der eben angeführten 
IMöglichkeiten ihren Grund zu haben (vgl. dazu Kapitel II, S. .18 unter 2). Hier wird 
,,zum ersten I\Iale durch quantitative Beobaehtung für ein zuckerspaltendcs Enzym 
[25] wahrscheinlich gemacht, daß cs verschiedene Substrate anzugreifen vermag').“ 

Das Verhalten dieser /^-Glucosidase gegenüber /i-Phenylglucosid, Helicin und Sali- 
cin bezeichnen war als ,,relative Spezifität“. Die Ursache dieser Pjscheinung 
liegt in der Identität der für die verschiedenen Reaktionen notwendigen und hin- 
reichenden wirksamen Gruppen der Enzymteilchen. Ist die für die eine Reaktion 
genügende Konfiguration für die zweite Reaktion zwar ebenfalls notwendig aber 
nicht ausreichend*), so können wir die.sen Unterschied durch Messung von Reaktions- 
geschwindigkeiten nicht erkennen, wenn die größte Empfindlichkeit den gemeinsamen 
Gruppen eigen ist. Kommt andererseits der für die eine Hydrolyse überflüssigen 
Gruppe die geringste Beständigkeit zu, dann w^erden wir aus der verschiedenen Emp- 
findlichkeit auf zw^ei von einander unabhängige ,, absolut spezifische“ Enzyme 
schließen. Das wird namentlich dann der I'all sein, wenn die wirksamen Gruppen 
überhaupt nichts mit einander gemein haben, mögen sie nun an demselben oder an 
verschiedenen Kolloidteilchen ihren vSitz habeiU). 

Die Bezeichnung absolute und relative Spezifität entnehmen wir der Inimunitäts- 
lehre, w’o beide Pjscheinungen auch als qualitative und quantitative Spezifität unter- 
schieden WTrdetU). 

Um die relative Spezifität eines Katalysators zahlenmäßig zu definieren, haben 
wir das Verhältnis der Dis.soziationskonstanten und das der Zerfallsgcschwindigkeiten 
der labilen Verbindungen anzugeben, die der Katalysator mit den verschiedenen 

I Dic.se Zs. Pid. 121, vS. 183 [1922] {Abh.yS). 

q a. a. 0 . vS. 18.;. 

q Vgl. die Ansichten von H. Bierky, C. R. Bd. 148. S. 949 [1909]; Biodiem. Zs. Bd. 44, 
vS. 415, 426, 446 [1912]. 

3 ) Vgl. das von R. WirnsTÄTTKK und W. StkibeeT (diese Zs. Bd. 115, S. 211 [1921], und 
zwar S. 212 f., Abh.öj) erweiterte Gleichnis von Schloß und Schlü.s.sel. 

q Vgl. z. B. P. Th. MtXEKR, Vorlesungen über Infektion und Iinniunität, Jena 1917, 

vS. 188 ff. 
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Substraten bildet. Das Verhältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten bei völliger Zurück- 
drängung der Dissoziation der zerfallenden Knzyni-Substratverbindungen [vgl. 
Kapitel II, (15)] [26] gilt für äquimolare Mengen dieser Verbindungen und gibt das 
für die Nebenwirkung günstigste Verhältnis der Unisatzgeschwindigkeiten an, das 
mit einer gegebenen Katalysatormenge überhaupt erreichbar ist. soll als relative 
,, Leistungsfähigkeit" des Enzyms bezeichnet werden. Das wechselnde Vereini- 
gungsbestreben des Enzyms mit den einzelnen Substraten kommt darin nicht zum 
Ausdruck. Dazu ist die Messung der Affinitätskonstanten notwendig, durch deren 
größte wir die Hauptwirkung (vgl. Kap. II, S. 17) des Ihizynis definieren. Zur Orien- 
tierung über die Nebenwirkungen genügt es, die Größe Qm [Gleichung (22), Kap. II |, 
die wir als ,, mittlere Spezifität" bezeichnen, z. B. an verschiedenem Invertin- 
material auf ihre Konstanz bei der Hydrolyse von Raffinose, Gentianose, Stachyose, 
Vcrba.scose, Asparagose usw. zu prüfen. Im Gegensatz zur Leistungsfähigkeit, die 
nur durch Extrapolation zugänglich ist, läßt sich die mittlere Spezifität — soweit 
unsere Erfahrungen reichen — auch bei und /)-Glucosidasen experimentell direkt 
ermitteln. 

Indem man die Konstanz dieser Größen an Stelle der Konstanz der früheren 
Zeitwertcpiotienten als Beweis für den Zusammenhang zweier Enz}'mwirkungen be- 
trachtet, eliminiert man den Einfluß eiizymbindender Verunreinigungen auf das Ver- 
hältnis der Reaktionsgeschwindigkeiten. Voraussetzung ist, daß dem gebundenen 
Enzym keine katalytische Wirksamkeit mehr zukommt. Diese Voraussetzung wird 
z. B. in der folgenden Mitteilung für das Invertin durch die Konstanz von Leistungs- 
fähigkeit und mittlerer Spezifität gegenüber dem Rohrzucker und seinem Galaktosid, 
der Raffinose, forniel bestätigt gefunden. Aber es scheint kaum m(’)glich, daß die 
Verunreinigungen der Saccharaselösungen sich neben dem in mehr als tausendfachem 
Überschuß vorhandenen Rohrzucker durch eine Konkurrenzreaktion im Sinne von (6) 
die nötige Geltung verschaffen, um die großen Affinitätsverschiedenheiten des Enzyms 
gegenüber der Saccharo.se zu erklären. Die Dissoziationskonstante der \erbinduiig, 
die diese Verunreinigung mit den wirksamen Gruppen der Saccharasc cingeht, müßte 
etwa ebenso gering sein, wie ihre molare Konzentration in der Bcstinimungslösung. 
[27] Auch weist die wechselnde Kinetik des Invertins und die Wirkung inaktivierter 
Enzymlösungen auf die Inversionsge.schwindigkeit darauf hin, daß im Sinne von (8) 
auch dem gebundenen Invertin die Fähigkeit der Zuckerhydrolyse noch zukommt. 
Theoretisch ist in diesem Falle eine exakte Proportionalität der Affinitätskonstanten 
nicht zu erwarten, und darum wollen wir die in der folgenden Mitteilung aus den 
angeführten Messungen der Dissoziationskonstanten sich ergebende Beziehung nur 
im Sinne einer auffallenden Parallelität, nicht einer strengen Proportionalität ver- 
stehen. 

Unabhängig von diesen Vorstellungen über die Feinstruktur der wirksamen 
Gruppen ergibt die Konstanz der relativen Spezifität im ^ erein mit Gleichung (14) . 
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In jeder Knzymlösniig stehen demnach die molaren Konzentrationen der beiden 
Fermente unabhängig vom wechselnden Betrage der Zeitwertquotienten in einem 
konstanten Verhältnis zueinander. 

Das wesentliche Kriterium für die Identität ist aber folgendes : Stimmen die Knzyni- 
präparate in ihrer Affinität zu dem einen Substrat überein, so muß dies auch dem 
zweiten gegenüber der Fall sein und es muß das Verhältnis der Reaktionsgeschwindig- 
keiten immer das gleiche sein. Ändert sich die eine Affinität, so tut es die zweite auch, 
und damit verschiebt .sich der Zeitwertquotient. Durch welche Gesetzmäßigkeit die 
beiden Affinitätskonstanten dabei verknüpft bleiben, hängt vom Mechanismus der 
Fremdkörperwirkung ab. 
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[29] I. Einleitung. 

Der Mechanismus der enzymatischen Rolirzuckerspaltung durch das in den 
üblichen Kulturhefen cntlialteiie Invertin ist in den letzten Jahren durch bedeutsame 
Untersuchungen von U. MiciiakiTvS weitgehend aufgeklärt worden. Die Inversions- 
geschwindigkeiten, die durch eine bestimmte Knzymmenge in Rohrzuckerlösungen 
verschiedener Konzentration bewirkt w^erden, wurden von U. Micharias und M. U. 
Mentrn ^ unter der Annahme gedeutet, daß zwischen Enzym und Substrat ein Uleich- 

* Biochem, Zs. Bd. 49, vS. 333 [i9U>]- 
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gewicht bestelle, das durch das Massenwirkungsgesetz geregelt wird, und daß die 
Anfangsgeschwindigkeit des Umsatzes der Konzentration der undissoziierten Rohr- 
zucker-Invertin-Verbindung proportional sei. Die Dissoziationskonstante der Saccha- 
rase-vSaccharosc-Verbindung wurde bei 25° und einer fH‘] von 3 • 10 “5 zu 0,016 be- 
stimmt. Aus dem Einfluß von Fructose und Glucose auf die Inversionsgeschwindigkeit 
konnte ferner die Affinität des Enzyms zu den Spaltprodukten ermittelt und daraus 
eine Reaktionsgleichung der enzymatischen Rohrzuckerspaltung theoretisch abgeleitet 
werden, die mit den Ergebnissen kinetischer Messungen in bester llbereinstimmung 
stand. Die von E. MiciiAKUS und H. Davidsohn’ untersuchte Wirkung der H'-Ioncn 
auf das Invertin kommt nach E. MichakUvS und M. Rotiistein^ dadurch zustande, 
daß der Enzymsubstratkomplex eine Säure von der Dissoziationskonstante 2 • io~7 
darstellt und daß nur der undissoziierte Anteil derselben in irreversibler Weise in En- 
zym + Glucose E Fructose zerfällt. Diese Ansichten lassen sich in folgendem Schema 
zusammen fassen : 

Invertin 1 Rohr/.ueker ^ (Invertin-Rohrzueker) - > Invertin Gliico.se + Fructose 
I ' 11 ^ II III 

{Invcrtin-Roiirziicker) 1 II- 

Es ist denkbar, daß die H'-Wirkung darin besteht, daß durch Änderung der 
Reaktionsfähigkeit von Enzym oder Zucker [30] das Gleichgewicht I bei verschie- 
dener //') verschieden liegt und daß ein Gleichgewicht II überhaupt nicht existiert. 
In diesem Fall müßte jedoch der Parameter der Aktivitäts-/>„-Kurve in hohem Maße 
von der Rohrzuckerkonzentration abhängen^), während er tatsächlich davon unab- 
hängig ist^). Daraus kann man schließen, daß das Gleichgewicht I, für das bisher 
nur Messungen bei optimaler h vorliegen, durch Aciditätsänderungcai nicht beeinflußt 
wird. Im II. Kapitel der vorliegenden Abhandlung wird diese wichtige Schlußfolgerung 
direkt experimentell bestätigt. Der Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration läßt 
sich also ebenso wie der Primärvorgang der Reaktion, die Vereinigung des Invertins 
mit dem Rohrzucker, gesondert experimentell untersuchen. 

Mit einem Invertinjiräparat aus schwedischer Brauereihefe (Minutenwert 5,1) 
haben H. v. Euekr und J. Eaurin^) die Eage des Gleichgewichts I bei verschiedenen 
Temperaturen gemes.sen. Der Temperaturkoeffizient der Dissoziationskonstanten 
betrug nur etwa i % per Grad, ihr Absolutwert bei 25° 0,026. Der bedeutende Unter- 
schied gegenüber dem von Michaeees mit einer nicht näher charakterisierten Invertin- 
lösung erhaltenen Wert 0,016 ist ungeklärt geblieben und scheint geeignet, die Ansicht 
derjenigen Forscher zu stützen, die auch im Imllc des Invertins die Vereinigung von En- 
zym und Substrat als Adsorptionsvorgang auffa.s.sen. Denn die Oberfläche des kolloiden 

^ Biochem. Zs. Bd. 35, vS. 386 [1911]. 

^ Bioclicin. Zs. Bd. iio, S, 217 [1920]. 

h Wasserstoffionenkonzentration, vgl. E. Michaeijs, Die Wa.sserstoffionenkonzen- 
tration, II. Aufl. (Springer, Berlin), Teil I, S. 10 [1922]. 

h E. Miciiaeeis, Biochein, Zs. Bd. 60, S. 91 [1914]. 

3) ly. Michaeijs und M. Rothstkin, a. a. 0. 

h Die.se Zs. Bd. iio, S. 55 [1920]. 



Saccharase- und Raffinasewirkuiig des Tiivcrtins, 1055 

Enzymteilcliens wird sich je nach Teilchengrößc und Natur der Beglcitstoffe, mit denen 
es assoziiert ist, leichter oder schwieriger mit dem vSubstrat sättigen. Das Invertin 
von MiCiiAEkis hätte schon in 0,01611-Rohrzuckerlösung die Hälfte seiner aktiven 
Oberfläche mit dem Disaccharid beladen, während dies beim Invertin der schwedischen 
Brauereihefen erst in 0,026 n-Dösung der Fall ist. Die Konstanz dieser [31] Werte bei 
wechselnder h wäre kolloidchemisch dahin zu interpretieren, daß die Adsorptions- 
isothermen bei Änderung der Teilchengröße oder bei Umladung des Kolloids affine 
Adsorptionskurven ini vSine von W. Mkckeknuürg' bleiben. 

Die Annahmen von Michaelis sind bis heute auch an anderen Knzymreaktionen 
einer eingehenderen Prüfung nicht unterzogen worden. Die eiitsclieidendc Frage, 
ob für ein Knzym überhaupt eine konstante Affinität zu seinem Substrat charakte- 
ristisch ist und wie weit dies zutrifft, ist unbeantwortet. 

Die Fortschritte der präparativen Methodik, die es ermöglichen, Invertin frei 
von Eiweiß, Kohlehydrat und Pho.sphor, überhaupt frei von chemisch nachweisbaren 
Gruppen in mehr als i5oofacher Konzentration gegenüber dem Ausgangsmaterial 
darzustclleiU, fordern einen Vergleich der Eigenschaften des Phizyms bei wechselndem 
Reinheitsgrad. 

Im Abschnitt D der III. Mitteilung über Invertin suchten R. WiLLSTÄTTER, 
J. Graser und R. Kuhn'^ die Grenzen für die Einflüsse der Begleitstoffe und der Ver- 
teilung auf die Pagenschafteii des Invertins. Es wurde gezeigt, daß im (legensatz 
zur Adsorptionsaffinität, Fällbarkeit, Temperaturcm])findlichkeit, zum Verhalten im 
elektrischen Feld usw. die Wirksamkeit des Phizyms weder qualitativ noch quan- 
titativ durch die mit ihm vergesellschafteten vStoffe beeinflußt wird. Diese Konstanz 
der Invertinwirkung, die sich aus zahllosen Messungen, mit denen die präparative 
Arbeit verfolgt wurde, ergab, führte zur Ansicht, daß die Wirkung des Invertins 
durch seine Masse stöchiometrisch gegeben sei. 

Tnir viele Rcinigungso})erationen ist jedoch der direkte Beweis für die Konstanz 
der Invertinwirkung noch nicht mit der nötigen Schärfe erbracht und er ist bei enq)- 
findlichen Präparaten von hoher Konzentration kaum mehr möglich. Auch muß 
berücksichtigt werden, daß die Analysen in [32] Rohrzuckerlösung von solcher Kon- 
zentration ausgeführt werden, daß das Invertin fast vollständig an den Zucker ge- 
bunden ist, so daß enst recht beträchtliche Änderungen der Affinität einen die Pchler- 
grenzeii der Zeitwertbestimmung übersteigenden Ausschlag geben würden. Im zweiten 
Kapitel der vorliegenden Arbeit wird daher die Konstanz der Affinität des Invertins 
zum Rohrzucker in zweifacher Hinsicht geprüft: durch Vergleich von Invertin ver- 
schiedenen Reinheitsgrades und durch Vergleich des Invertins verschiedener Hefe- 
rassen. 

' Zs. physikal. Cheni. Bd. 83, S. 609 | i 9 i 3 ]- 

" R. W'iLLSTÄrrKR tmd F. Racke, Liebigs Ami. der Cliciii. Bd. 425, vS. i [1920/21) und 
Bd. 427. S. III (1921/22); R. WiLLSTÄTTER, Jou. Graser und R. Kuhn, die.se Z.s. Bd. 123, 
S. I [1922]. 

3 A. a. 0 ., S. 45. 



1056 


R. KuIIN: 


Die Dissüziatioiiskoiistante der Saccliarase-Saccharose- Verbindung eines Auto- 
lysats der lyöwenbräuhefe wird mit daraus nach verschiedenen Verfahren dargestellten 
Präparaten vom ]\Iinutenwert 0,65 und 0,85 verglichen und übereinstimmend = 0,029 
bei 30° gefunden. 

Die Erfahrungstatsache von der Konstanz der Invertinwirkung 
bestätigend und zugleich vertiefend, erweist sich die Affinität zum 
Rohrzucker als völlig unabhängig von den wechselnden Adsorptions- 
affinitäten, der Teilchengröße und der elektrischen Eadung, die dem 
Enzym als Kolloid zukommen. 

Allein die Differenz zwischen dem von E. Michaelis einerseits, von H. v. Eueer 
und uns andererseits bestimmten W'ert der Dissoziationskon.stantcn läßt sich nicht 
etwa auf eine verschiedene Handhabung der Methodik zurückführen. Invcrtinlösungen 
und -präparate, die aus anderen Hefelieferungen der Eöwenbraiierei dargestellt waren, 
ergaben 0,040, Invertinlösungen aus Brennereihefen z. B. 0,016 für die Dissoziations- 
konstante der Saccharase-Saccharose-Verbindung, also Unterschiede von 250% des 
kleinsten beobachteten Wertes. 

Die Tatsache, daß scheinbar jede Plefe ihr eigenes Invertin mit charakteristischer 
und konstanter Affinität besitzt, führt zu der Frage, ob diese Erscheinung durch eine 
Verschiedenheit chemisch aktiver Gru])pen bedingt ist und ob die Mannigfaltigkeit 
der gemessenen Affinitäten vielleicht iin wechselnden Mengenverhältnis zweier ein- 
ander nahestehender Invertine ihren Grund hat. Unsere Beobachtung, daß ,, arteigene" 
und ,, artfremde" Koclnsäfte die Affinität des Invertins zum Rohrzucker [33] in gewissen 
Fällen herabzusetzen vermögen, ist aber besser durch Bindung des Enzyms an seine 
Zersetzungsprodukte zu deuten. 

Die im zweiten Kapitel mitgeteilten Versuche machen cs nötig, unsere \"orstellung 
über die Beziehung des Zeitwerts einer Fmzymreaktion zur Enzymmenge zu revi- 
dieren. Für Invertin von niederer Affinität (z. B. Eöwenbräu-invertin) scheint der 
.Menge-Zeit- Quotient ' ein völlig korrektes Maß der Enzymmengen darzustellen, wenn 
wir die präparative Arbeit vom Pilz durch alle Reinigungsoperationen hindurch bis 
zu den besten Präparaten verfolgen. 

Wenn aber Präparaten von hoher Affinität (z. B. aus dänischer Brennereihefe) 
schon viel verdorbenes Enzym beigemischt ist, so können die Enzymmengen, auf 
die wir aus dem Zeitwert schließen, in allerdings geringer Weise gefälscht sein. Vom 
relativen Invertingchalt verschiedener Hefen und der aus verschiedenen Hefen ge- 
wonnenen Eösungen und Präparate gibt uns jedoch das Verhältnis der Zeitwerte ein 
unrichtiges Bild. Die Größe des Fehlers ist bestimmbar aus den Affinitäten der beiden 
Invertin Wirkungen und der Konzentration der Rohrzuckerlösung, in der die Zeit- 
werte ermittelt wurden. Das Verhältnis der Enzymmengen wird in diesem Fall durch 

* R. WnxsTÄTTEK und IE Racke, biebigs Aiin. der Cliciii. Bd. 425, 8. i [1920/21], und 
zwar 8. 8. Über die Au.sfüliruiig der Zeitwertsljcstiniinuiig vgl ferner R. WlEbSTÄTTER, J. GraseR 
und R. Kuhn, die.se Z.s. Bd. 123, vS. i [1922], und zwar vS. 23 f. 
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Vergleich gleicher Bruchteile der maximal möglichen Inversionsgeschwindigkeiten 
bestimmt. 

Sucht man daher die l'rage, wie weit die Hefe oder verschiedene Pflanzensamen 
für die Hydrolyse nahe verwandter vStoffe, wie «-Methyl- und «-Athylglucosid, Saccha- 
rose und Raffinosc oder /^-Methyl- und />'-Phenylglucosid absolut spezifische Kata- 
lysatoren zur Verfügung stellen, durch Bestimmung von Zeitwcrtcpiotienten^ zu 
entscheiden, so muß die Abhängigkeit des Zeitwertquotienten von den Kinzelaffinitäten 
der Enzyme [34] zu ihren Substraten und von der Substratkonzentration berücksichtigt 
werden. 

Unter der Voraussetzung, daß bei bestimmter Ji und Temperatur die Geschwindig- 
keit einer Enzymreaktion durch Zusammensetzung und Konzentration der Eaizym- 
substratverbindung bzw. durch den adsorbierten Betrag des Substrats gegeben sei, 
wurden in der vorangehenden Abhandlung die Grundlagen einer allgemeinen Theorie 
der Enzymspezifität entwickelt, die es gestattet, durch Messung von Reaktions- 
geschwindigkeiten zwischen absoluter und relativer Spezifität der Paizyme zu ent- 
scheiden. 

Für den Fall eines Dissoziationsgleichgewichts zwischen Enzym und Substrat 
im Sinne von U. Michaelis wird, wenn einem Enzym neben .seiner Hauptwirkung 
noch ein oder mehrere Nebenwirkungen zukommen, die Hauptaffinität zu den Nebeii- 
affinitäten unabhängig vom numerischen Betrag der Einzelgröße in einem konstanten 
Verhältnis stehen, und es wird der molare Umsatz der einzelnen Substrate derselben 
Bedingung genügen, wenn gleiche Bruchteile der maximal möglichen Reaktions- 
geschwindigkeiten miteinander verglichen werden. Eine Verschiedenheit des Zeit- 
wertquotienten bei Konstanz mindestens einer Enzymaffinität spricht dagegen 
für die Existenz von zwei unabhängigen, in wechselndem Mengenverhältnis vor- 
kommenden, verschieden beständigen, absolut spezifischen Enzymen. 

An Hand dieser Theorie wird ini dritten Kapitel die spezifische Natur von Saccha- 
rase und Raffinase an Invertinlösungen und -präparaten verschiedener Herkunft 


und Reinheit geprüft. 


Die von R. Willstätter und R. Kuhn‘) beobachteten Schwankungen 
des Quotienten die sich beim VerRleich ver- 

UC& ^uuLiLnLcn Zeitwert iwv vSaccliarasc' 

schiedener Hefen ergaben, sind nicht durch ein wechselndes Mengen- 
verhältnis absolut spezifischer Hefenenzyme zu erklären. 


Sie sind bedingt durch die wechselnde Affinität, die dem Invertin verschiedener 
Hefen gegenüber dem Di- und [35] Trisaccharid eigen ist. Das Verhältnis der Disso- 
ziationskonstante der Saccharasc-Saccharose- Verbindung I\s zur Dissoziationskon- 


* R. WiLLSTÄTTRR und W. STEiüKEr, Diese Zs. Bd. 115, S. 199 [19- Gi K- WiLiySiATTi-.R 
und R. Kuhn, ebenda, Bd. 115, vS. 180 [1921]; R. WielstäTTER und W. CsAnyi, ebenda, Bd. 117, 
S. 172 [1921]; R. WliylyST.ATTER und G. OPPENHEIMER, ebenda, Bd. 121, S. 183 [1922]. 
b A. a. 0 . 
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10^8 R.Kuiin: 

stauten der Raffinase-Raffinose-Verbindung Kr ist für alle untersuchten Invertinc 
übercinstiiiiinend : 

Ks'.Kn — I : i6. 

Kbenso erweist sich das Verhältnis des molaren Umsatzes von Rohrzucker und 
Raffinose, den eine bestimmte Enzymmenge unter optimalen Bedingungen in gleichen 
Zeiten bewirken könnte, der für unendlich hohe vSubstratkonzentration extrapolierte 
Zeitwertquotient als konstant. 

(?oo - • 2,0. 

Diese Zahlen liefern zum ersten Male ein Bild von der relativen vSpezifität eines 
Knzyins zu zwei Substraten: Wenn wir die Rohrzucker-Invertin- und Raffinose- 
Invertin-Verbindung in reinem Zustand isolieren könnten und sie in solcher Kon- 
zentration in Wasser von 30'" lösten, daß die Konzentration der undissoziierten Baizym- 
substratverbindungen je 1 Mol pro Liter betrüge, so wäre neben dem Trisaccharid 
4 mal mehr freies Invertin in Lösung als neben dem Disaccharid. Für jedes in Meli- 
biose 1 - Fructose zerfallende Raffinoseniolekül würden dann in der gleichen Zeit 
zwei Rohrzuckermoleküle in Glucose -1- Fructose gespalten. 

Das Ergebnis der vorliegenden Untersuchung — die Identität von Saccharase 
und Raffinase — scheint bedeutungsvoll: 

1. hur die Beurteilung der nach den Adsorptionsmethoden gewonnenen Enzym- 
präparate, die sich chemisch einheitlicher darbieten, als es bisher angenommen 
wurde'. 

2, In teleologischer Hinsicht, indem auch in anderen Fällen ein nicht übermäßig 
reicher vSchatz von Katalysatoren der Natur den Umsatz selten vorkommender und 
künstlich dargestellter vStoffc ermöglichen dürfte. 

[36] II. Die Affinität des Hefeninvertins zum Rohrzucker. 

I. Ausführung und Berechnung der Versuche. 

Nach dem \'organg von L. Micuakijs haben wir die durch gleiche Enzymmengen 
bei wechselnder Rohrzuckerkonzentration bewirkten Inversionsgeschwindigkeiten ge- 
me.ssen und als Maß für die Konzentration der >Saccharase-vSaccharose-Verbindung 
betrachtet. Die Enzymmengen wurden so bemessen, daß z. B. in o,in-Lösung nach 
^4 Stunde 3 bis 10% des vorhandenen Zuckers in Glucose und Fructose ges])alten 
waren. Bei dem großen Überschuß, in dem der Rohrzucker neben dem Enzym vor- 
handen ist, können die Resultate nicht von der für eine Versuchsreihe angewandten 
Enzymkonzentration abhängen. Im Bereich 1:3 haben H. v. ExmKR und J. Laurin') 
die Unabhängigkeit der Affinitätskonstante von der Enzymkonzentration geprüft 
und bestätigt gefunden. Im Gebiete von 3,3 bis 5,5 sind nach denselben Autoren 
auch Änderungen der Acidität ohne Einfluß auf das Resultat (vgl. auch Abschii. 4 

' R. Witj,sTÄTTKr und F. Rackk, Lielägs Ann. der Chcni. Bd. 427, S. in [1921/22), und 
zwar S. 117. 

') Diese Zs. Bd. no, vS. 55 [1920]. 
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dieses Kapitels). Die InveLsionstempcratur von 30'' war während jeder Versuchs- 
reihe auf ±0,03° koirstant. Als Puffer wurden je 2 ccm 20proz. NaIl2P04-Pösuiig 
auf 100 ccm Zuekerlösung angewandt, von der 4 mal 20 ccm entnommen und in 5 ccm 
2n-vSodalösung eingetragen wurden, die erste Probe nach 1,5, die letzte nach etwa 
50 Minuten. Der Verlauf der Hydrolyse wairde nach Ausgleich der Temperatur und 
vollendeter Mutarotation der Glucose (30 bis 80 Minuten nach der Stoppung) durch 
Polarisation in weitlumigen 2dm-Rühren in einem Halbschattenapparat der l'irma 
Schmidt & Hacnsch mit dreiteiligem Gesichtsfeld bestimmt. Bei sorgfältigem Auf- 
schraubcn der Deckgläschen war cs möglich, aus dem I^Iittel von 6 bis lo Ablesungen 
öiu-Differenzen von 0,003° schätzen, mit einem möglichen Pehler von r):o,oo5 '\ 
Die maximale Temperaturschwankung wäihrend der vier zu einem \'er.such geliörigen 
Polarisationen w'ar < 0,5°. Die für die Zeit t = o extrapolierte Anfangsdrehung ca,, 
liegt den Angaben über die [37] Normalität der Saccharoselösung, die ini allgemeinen 
zwischen 0,1 und 0,01, in einigen Fällen zwischen 0,005 und 0,2 variiert w'urde, 
zugrunde. 

Die Normalität wairde unter Benutzung der Beziehung n'Ai,- 0,1387:5,05 be- 
rechnet. Der Unterschied zwischen äo und dem ersten direkt beol)achteten Drehungs- 
w'inkel lag für die konzentriertesten Lösungen zwischen 0,02 und 0,03 °. Um das relative 
Maß der Anfangsgeschwindigkeiten zu ermitteln, zogen wir - gleichfalls dem Vor- 
schlag von MicHAKLIvS folgend — zwischen den auf Millimeterpapier (5 ^Minuten 0,10 ° 
Drehungsabnahiiie = 10 mm) eingezeichneten Beobachtungspunkten mit freier Hand 
eine Kurve, die möglich.st die für den zeitlichen Verlauf der Rohrzuckerspaltung 
charakteristische Gestalt hat und in bezug auf welche die einzelnen Punkte möglichst 
S3nnmetri.sch liegen. Die.ses Verfahren scheint uns namentlich bei niederen Zucker- 
konzentrationen richtiger als die durch Kombination von je zwei Messungen mögliche 
Berechnung des Mittehvertes für die Drehung.sänderung pro ^linute. 

Da alle Schlußfolgerungen in hohem Maße von der Genauigkeit und Gleich- 
mäßigkeit der Ausführung abhängen, teilen wir die Kurven am Knde der Abhandlung 
mit. Die auf diese Weise für 10 oder 15 ^Minuten interpolierten, auf 0,005 ° geschätzten 
Drehungsabnahmen stellen das relative Wrhältnis der Anfang.sgeschwindigkeiten dar. 
Die Dissoziationsre.stkurveii ermitteln wir daraus mit Rück.sicht auf die Verliältnisse 
bei der Raffinasewdrkung (vgl. das folgende Kapitel, i. Abschnitt), um .später nur 
gleichartig gewonnene Zahlen zu vergleichen, rechnerisch durch Probieren, welcher 
Parameter die Neigung der Kurve am besten wdedergibt. Da schon geringfügige 
Aktivitätsänderuiigen der Knzymlösung wdihrend einer Versuchsreihe sich stark geltend 
machen können, wurde insbesondere bei den verdünnten Lösungen hochaktiver Prä- 
parate darauf geachtet, daß die an 2 Tagen ausgeführten Bestimmungen sich nicht auf 
anschließende, sondern auf weit ineinandergreifende Zuckerkonzentrationen bezogen. 
Trotzdem beträgt der mögliche Fehler von Ks je nach der Größe der Drehungs- 
abnahmen i20 bis 30%. Der wahrscheinliche Fehler eines [38] aus 5 bis 8 Ver- 
suchen ermittelten AV Wertes dürfte ±5% betragen und ±10% nicht übersteigen. 
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R. Kuhn; 


2. Das Bnzymmaterial. 

Um die Affinitäten des Invertins verschiedener Herkunft und verschiedenen 
Reinheitsgrades zum Rohrzucker zu vergleichen, wurden folgende Invertinlösungen 
und -präparate in den Bereich der Untersuchung gezogen: 

a) Kill nach dem Verfahren von R. Witxstätter und F. Racke ' aus Uöweii- 
bräuhefe bei saurer Reaktion gewonnenes Autolysat. Zeitwert bezogen aüf Trocken- 
gewicht i8o, 3^2 Monate alt, mit io% Kaolin geklärt. 

b) Eine aus die.sem Autolysat nach der Kaolinmcthode von R. Wit.estätter 
und W. WASSERMANN” dargestellte hefegummifreie Invertinlösung vom Zeitwert 
0,85 Minuten. 

c) Das in der III. Mitteilung über Invertin beschriebene Präparat Zeit- 
wert = 0,64 Minuten, P-Gehalt 0,006 ?ü. 

d) Das ebenfalls durch Bleifällung isolierte Präparat q derselben Abhandlung-» 
(Zeitwert ^ 0,26). 

e) Das durch monomolekulare Kinetik ausgezeichnete Präparat / vom günstigsten 
bisher beobachteten Zeitwert 0,20 (in frischem Zustand). 5 Minutenwert zur Zeit 
des Versuches = 0,37, noch melibiasehaltig. 

f) Dänisches Invertin. Eine als „Fineste Pressegaer“ bezeichnete Brennereihefe 
der Dansk Gaer-Central in Kopenhagen, die wir der gütigen Vermittlung des Herrn 
Prof. I)r. Alfred Jörgensen verdanken (November 1921), wurde, mit Wasser im 
Verhältnis 1:2 verdünnt, 5 'f'»igc der Autolyse bei neutraler Reaktion^ überlassen. 
Der vor Abtrennung der Heferückstände [39] mit Essigsäure angesäuerte Auszug, 
der besonders reichliche Mengen von Aminosäuren auskrystallisieren ließ, wurde nach 
6 Monaten mit 10% eines elektroosmotisch gereinigten Kaolins geklärt. Er erwies 
sich als frei von Melibiase. 

g) Ein völlig eiweißfreies Iiivertinpräparat aus amerikanischer Brauereihefe, das 
Herr U. Wallerstein in New York dargestellt und in freundlichster Weise zur Ver- 
fügung gestellt hatte. Bei einem vSaccharasezeitwert von 6,3 Minuten vermochte es 
auch noch Melibiose mit großer Ueichtigkeit zu spalten. 

h) Invertin der Rasse II und 

i) Invertin der Ras.se XH. Die beiden Brennereihefen trafen am 3. VI. 1922 
vom Institut für Gärungsgewerbe, Berlin-N., Seestraße 13, in München ein. Die kaolin- 
geklärten Autolysate (i Teil Hefe -f- 2 Teile Wasser + Toluol, 6 bzw. 7 Tage) ver- 
mochten Melibiose nicht zu spalten. 

‘ Ann. d. Ch. Bd. 425, S. 1 [1920/21), und zwar S. 27 ff. 

^ IV. Mitteilung über Invertin, Diese Z.s. Bd. 123, S. 181 [1922]. 

3 Diese Z.s. Bd. 123, vS. i [1922], und zwar Tab. 7, S. 33. 

Ebenda Tab. 6, vS. 27. 

5 ivbenda Tab. S, S. 37. 

<'> Vgl. R. Wirj^TÄTTER und R. Kuhn, die.se Z.s. Bd. 115, vS. 180 [1921], und zwar vS. 188. 

7 Unter Zusatz von Annn{)npho.spliat, R. WiLLSTÄrrKR und R. Racke, Ann. Bd. 425, S. r 
[1920/21], und zwar S. 30 ff. 



Saccharasc- und Raffiiiasewirkimg des Invertins. 


I 06 l 


3. Unabhängigkeit der Affinität vom Reinheitsgrad. 

Das eben beschriebene Autolysat a der Löwenbräuliefc weist die nämliche Ab- 
hängigkeit der Saccharasewirkung von der Rohrzuckerkonzentration auf wie das 
aus ihm gewonnene Praparat h von mehr als 200 mal lioherem Reinheitsgrad Wie 
aus Tab. l und 2 hervorgeht, la,ssen sich beide Kurven am besten durch den Para- 
meter K? = 0,029 (l;irstellcn, also durch denselben Wert, den H. v. Hm.icu und 
J. L.tURiN bei der gleichen Temperatur ermittelt haben. Die erste .Spalte der folgenden 
Tabellen enthält neben der e.Ktrapoherten Anfangsdrehung a« die daraus für Versuchs- 
beginn berechnete Zuckerkonzentration [,S'J in Mol pro I.iter. Die in den zugehörigen 
Abb. la und 2 a durch Pfeile hervorgehobeiicii Zeiten, auf die sieh die Angabe der 
relativen Anfaiigsgeschwindigkeiteii bezieht, sind am Kopfe der .sechsten Sjialte in 
Klammern beigefiigt. In der 7. und 8. .Spalte sind die auf die im i. Abschnitt be- 
schriebene Weise berechneten und gefundenen, mit 100 niultiiilizierten Werte des 
Dissoziationsrestes q enthalten, \orzcichcn mul Größe der Differenz I zwiselrcn 
den thcoreti,schen und beobaehteteii Werten ist aus der letzten Kolumne zu ersehen. 


[40] Taliellc 1. 


Extrakt aus I, ö w V 11 h r ä n 1 1 o f <• 



I)em durch einmalige Adsori)tion mit Kaolin aus stark verdünnter Eosung 
und Elution mit Ammoniak isolierten Präparat steht das im vorigen Abschnitt unter c) 
angeführte Invertin gegenüber, das den ähnlichen Reinheitsgrad erst nach vier Blei- 
fällungcn und einer Tonerdebehandlung erreicht hatte, jedoch im Gegensatz zu ersterem 



nicht nur von Kohlehydrat, sondern auch von Eiweiß und Phosphor frei warh Trotz- 
dem wird die [41] Abhängigkeit seiner vSaccharasewirkung vom log der reziproken 
vSaccharosekonzentration am besten durch denselben logarithmischen Parameter 1,54 
wiedergegeben (Abb. 3b). 

Tabelle 2. 

Invertin vom Zeitwert 0,85 (b des Abschnitts 2). 

Je 2 eciii der sofacli verdünnten I^ösung. Inversionstemperatur: 29,02 0,02*^, 

Polarisation bei 20^’. -0,02g. 


; 

-IokINJ 

Zeit 

(Min.) 

Drcliiiiiij 

(“) 

Drduinn.^- 

abnalunc 

{') 

Relative 

Auf. 

(a-sdnv. 

(15 Min.) 

U) 

hpr. 

->e 

liO. 

,1 


0,83 

10,5 

5,21 

0.15 

21,5 

83.5 

83 

-0,5 

(0.147) 


26,8 

4.985 

0.375 







1 1.5 

4.75 

0,0 1 





4.0=; 

0,87 

14.5 

4.74 

0,2 I 

21.5 

82.5 

83 

4- 0,5 

(ü.136) 


28,0 

4.55 

0,40 





.b 553 

1,01 

15,0 

3.353 

0,20 

20 

77 

77 

4: 0,0 

(0,0970) 


34.7 

3.1-^ 

0.433 






1.17 

15,0 

-'.30 

0,18 

18 

70 

69,5 

- 0,5 

(o,of)8 1 ) 


30.« 

2,105 

' 0,375 ; 





1.4 15 

1,41 

17.0 i 

1.245 

0,17 

15 

57.5 

58 

'I- 0,5 

(0,0389) 


28,2 

1.135 

0,28 







45.1 

o. 9‘;5 

0,42 





0,982 

1.57 

13.5 

0.860 

0,122 

12.5 

48,5 

i 48,5 

i 0,0 

(0,027) 


27 .b : 

0,755 

i 0.227 ; 







39.5 

0,685 

! 0,297 





0.735 

1 ,69 

15.9 

0.625 

1 0,110 

10,5 

41 

40,5 

— 0,5 

(0.0202) 


30.4 

0.515 

i 0,22 







49.0 

0,415 

i ; 





0.357 

2,01 

13,1 

0,305 

1 0,052 

6 

25.5 

23 

— 2,5 

(0,0098) 


33.3 

0.24 

0,117 ' 






Im folgenden Kajütel (Abschn. 4) wird gezeigt, daß sich die Unabhängigkeit der 
Aktivitäts-[ 5 ]-Kurve vom Reinheitsgrad noch für viele andere Iiivcrtinlösungen aus 
Ivövvenbräuhcfc auf indirektem Wege beweisen läßt. Die im Ilefeauszug enthaltenen 
Begleiter des Invertins können demnach nicht - soweit cs sich um vStoffe aus der Klasse 
der Proteine, um [42] Phosphorverbindungen und höhere Kohlehydrate handelt — 
durch Bindung der aktiven Gruppen des Phizyms seine Wirksamkeit beeinflussen. 
Und doch ist das Invertin aufs innigste assoziiert mit all diesen Körpern, von denen 
sein wechselndes Verhalten gegen Adsorptionsmittel, seine elektrische Uadung, seine 
Stabilität und vieles andere bestimmt wird. 

Wenn das Pmzym aus einem kolloiden Komplex besteht, dessen reaktionsfähige 
Gruppen rein chemisch wirken, so kann mit den im natürlichen Milieu vorkommenden 
Begleitstoffen nur der kolloide Kom])lex .selbst verankert sein. 

Man könnte einwenden, daß die von R. Wiij^stättkr und W. Wassermann*) 
neuerdings gemachten Beobachtungen über die Ueichtigkeit, mit der die Komplexe, 

' III. Mitteilung über Invertin, Diese Zs. Bd. 123, vS. i [1922], und zwar S. 38. 

') Die.se Zs. Bd. 123, S. t8i [1922]. 
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Tabelle 3. 

Saccharasewirkung des Präparates c. 

(Puffer: n/50-Standardacetal. pw ^ 4,63. Inversion bei 30,00 ± 0,03®, 

Polarisation bei 19,5 — 31'’. /i.v = 0,029.) 


«„[SJ 

-IokD'J 

/eil 

(Min.) 

Drchuiin 

{■') 

DrehuiiKS- 
;il .nähme 

{') 

Kehilive 

Anl.- 

Gesi'luv, 

(8 .Min.) 

her. «cf. 

,1 

7.255 

0,70 

14,0 

6.73 

0.535 

30 

87 

87 

:h 0,0 

(0,190) 


23, 1 

b ,45 

0,805 





3.595 • 

1,00 

10,0 

3.25 

0.345 

37.5 

77.5 

7 ‘h 5 

i 2,0 

(0,099) 


18,0 

2,99 

0,605 





1.41 

1.41 

I 54 > 

1,045 

0,305 

30 

57 

58 

■[ 1,0 

(0,0388) 


22.0 

0,90 

0,51 







39.5 

0,73 

! 0,68 

1 





0,685 

1,72 

15.T 

0.45 

0.335 

13.5 

39.5 

.39.5 

:l: 0,0 

(0,0189) 


23.5 

0.34 

j 0,345 







32,0 

0,225 

0,46 





0,290 

1 2,10 

14.2 

0, 1 6 

i 0,13 

7.5 

21.5 

31,5 

J 0,0 

(0,0080) 

! 

25,2 

0,09 

1 0,30 







38,1 

0,00 

0.29 






die das Invertin mit den natürlichen liegleitern bildet, durch l)loßes Verdünnen der 
[43] Enzynilösungcn gelockert werden, es wohl möglich erscheinen lassen, daß auch 
die aktiven Grup])en der Sacchara.se mit den Verunreinigungen z.usaminentreten, 
daß diese Bindung aber unter den Bedingungen, unter denen die Aktivität des Knzyms 
gemessen wird, zerfällt, und daß .sich die niedere Affinität dic.ser Körper neben der 
des Rohrzuckers nicht Geltung verschaffen kann. Wir sind aber imstande. Invertin- 
komplexe^ darzustellen (z. B. mit Eisenoxydhydrat, besser mit Aluniiniumhydroxyd 
oder Kohle), die bei der Panwirkung des Rohrzuckers nicht im geringsten zerlegt 
werden. Da auch hier das Phizym .seine Wirksamkeit quantitativ behält, werden 
wir zu der Anschauung geführt, daß die in der Wirkungssphäre des kolloiden 
Trägers sich abspielenden Vorgänge durch räumliche Trennung für die 
wirksamen Gruppen des Enzyms unbemerkt bleiben. 

Darum kann die Wirksamkeit des Invertins von den Kolloidcigenschaften des 
Gesanitteilchcns, an dem die Rohrzuckcrhydrolyvsc vor .sich geht, nicht beeinflußt 
werden. ,,Das System von Kolloiden bestimmt nicht, wie das Invertin wirkt, sondern 
hat Einfluß darauf, ob es wirksam bleibt.““ Der kolloide Träger ist die vStelle, an dei 
die Begleiter verankert sind, hier geht das allgemeine Spiel der Oberflächenkräfte 
vor .sich, abgesclürmt von der vStelle, wo die spezifi.schen Kräfte des Katalysators 
sich betätigen. Hierher gelaugt der Rohrzucker, .seine Spaltungsprodukte und einige 
andere Zuckerarten, hierher gelangen die Gifte. Ob da bestimmte chemische Giuppen 
oder spezifische Oberflächenkräfte ihren Sitz haben? Die Unabhängigkeit der Invertin- 
wirkung vom Kolloidzustand der Teilchen, die Konstanz der Affinität zum Rohr- 

’ 0 . Mkyerhof, Pflügcns Arch. M. 157, vS. 351 [1914]. w\d zwar S. 371; L. MiCliAKUS, 
Piüdieiii. Zs. Bd. 115, vS. 368 [1931]. iiiitbcarbeitet von T. RoTiisTicix : J. ^f. NErsox und ]). J. 
IIiTCHCoCK. Journ. Am. Cliem. vSoc. Bd. 43, S. 195b R- WirrsiÄTTKR und R. Kuiix, diese 

Zs. Bd. 116. vS. 53 [1921]. 

^ R. WiEESTÄTTKR, J. Graser und R. Ki iix, Dic.se Zs. Bd. 133, S. i [1933], und zwar S. 56. 



1064 


R. KuHN: 


Zucker vermag darüber nicht zu entscheiden. Aber die vSpezifität der Knzymwirkungen 
ist besser [44] mit Hilfe charakteristischer reaktionsfähiger Gruppen zu verstehen 
und jeder der folgenden Versuche zeigt, daß diese Wirkungen beim Invertin vom 
Hassenwirkungsgesetz geregelt werden. 

Die Adsorptionsisotherme ist am anderen, weniger interessanten Pol des Teil- 
chens Herrscherin und es mag ihr Machtbereich bei vielen Enzymen auch für die 
Konzentrationsverhältnis.sc an den aktiven Gruppen entscheidend sein. 

4. Unabhängigkeit von der Wasserstoffzahl. 

Die Aktivitäts-/)jj-Kurvcn der Enzyme sind von U. Miciiarus unter der Annahme 
gedeutet worden, daß die Enzyme Elektrolyte sind und daß die Wirksamkeit ent- 
weder den Kationen, Anionen oder den undissozierten Eermentmolekülen zukommt. 
Um welche dieser Molekülgattungcn es sich in jedem einzelnen Fall handelt und ob 
es möglich ist, dies durch Überführungsversuche im elektrischen Feld festzustellen 
soll an dieser Stelle nicht besprochen werden. 

Das Wesentliche der Theorie ist, daß die Wasserstof fionen das Dissoziationsgleich- 
gewicht des Elektrolyten und damit die Konzentration der reaktionsfähigen Enzym- 
niolekülc ändern. Demgegenüber hat H. v. Eurer wiederholt^ darauf hingewiesen, 
daß die Aktivitäts-/),j-Kurvcn auch durch Änderung der Reaktionsfähigkeit des Sub- 
strates erklärt werden können und daß Salzbildung sowie intramolekulare Umlagcrung 
in vielen Fällen in Betracht gezogen werden muß. 

Wie jedoch schon in der Einleitung bemerkt wurde, haben vor zwei J ahren L. Micha- 
Eus und M. Rothstkin den Nachweis erbracht, daß die Abhängigkeit der Invertin- 
wirkung vom /)j, unabhängig ist von der Rohrzuckerkonzentration, bei der die Ver- 
suche ausgefülirt werden, und sic zogen daraus den Schluß, daß nicht der wirksame 
Bruchteil des vorhandenen Fermentes, 145] sondern derjenige der Invertin-Rohr- 
zucker-Verbindung geändert wird und sie haben die Elcktrolytnatur dieser Ver- 
bindung zuge.sch rieben. 

Unseres luachtens geht aus den von Miciiaeres und Rotirstein beschriebenen 
Versuchen allgemein hervor, daß das Wesen der //-Wirkung nicht in einer Änderung 
des Gleichgewichts zwischen Enzym und Zucker gesucht werden kann, daß dem- 
nach auch die Konzentration der reaktionsfähigen Moleküle des Rohrzuckers zur ana- 
lytisch bestimmbaren Gesamtkonzentration unabhängig von der Wassenstoffzahl 
in einem konstanten. Verhältnis stehen muß. 

Wenn H.v. Eurer') mit Bezug auf das Invertin sagt: ,,Wir brauchen nur z. B. 
annehmen, daß die eine Komponente eine innere Umlagerung erfährt und daß die Form, 
welche sich mit der anderen Komponente verbindet, ihre maximale Konzentration bei 

' III. Mitteilung über Invertin, S. 73 ff. 

^ Chemie der Enzyme, 2. Aufl., I. Teil (Verlag J. F. Bergmann), vS. 3^ ; Vortrag a. d. Nord. 
Chemiker- Vers, am 2. Sept. 1920: vSvensk Kemisk Tidskrift BÄ sr 37. und zwar S. 39 [1921]. 

’)A.a.O. 
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der Acidität 4 bis 5 besitzt" und wenn er geltend nmclitb ,,daß sieh die eingangs 
erwähnte Geschwindigkeits-/)jj-Kiirve berechnen läßt unter der Annahme, daß der 
Rohrzucker als Base, die Saccliarase als Säure fungiert", so möge folgende Überlegung 
gestattet sein; 

Wir vergleichen unter Hinweis auf die in der I. Hitteilung über Spezifität der 
Enzyme eingeführte Bezeichnungsweise die Saccharasewirkungen bei /)„ ^ 4,7 und bei 
6,7, wo durch dieselbe Enzymmenge in der gleichen Zeit nur halb soviel Rohrzucker- 
moleküle gespalten werden, unter der Voraussetzung, daß die Inversionsgeschwindig- 
keit der Konzentration der Invertin-Rohrzucker- Verbindung proportional ist und 
berechnen, welcher Bruchteil a; der Rohrzuekermoleküle bei der [II ] 2 • 10 7 wirk- 

sam ist. Es folgt 

hS| 

K, 2 ‘ PS’J + A's ’ 

und da nach MiciiAEkis und Rotiistkin der haktor * [46] von [5J unabhängig ist, so 
ergibt sich, daß der wirksame Bruchteil 



von der Zuckerkonzentratioii selbst abhängen müßte. 

Eine ganz analoge Folgerung ergibt sich für den Bruchteil der wirksamen Ferment- 
moleküle, wenn man die Wirkung der Wasserstoffionen durch sie erklären will. Die 
F^olgerungen sind unabhängig davon, ob die Anwendung des ]\Iassenwirkungsgesetzes 
berechtigt ist oder nicht. Nur der experimentell bestimmte Verlauf der Aktivitäts- 
/)ji-Kurvc und die Abhängigkeit der Inversionsgeschwindigkeiten von der Zucker- 
konzentration kommt in Betracht. Die Differenz zwischen Experiment und Theorie 
ist fast um eine Zehnerpotenz größer als die Versuchsfehler. 

Willkürlich und — wie jetzt gezeigt werden soll — unhaltbar scheint aber die 
Grundannahme, die .sowohl L. I\lTCnAKiJvS als auch H. v. EuLKR machen, daß durch 
die h Gleichgewichte verschoben werden und daß dabei die Reaktionsgeschwindigkeit 
der Konzentration der undissoziierten Invertin-Rohrzucker-W'rbindung proportional 
bleibt. 

Wir betrachten dazu das in der Einleitung wiedergegebene vSchema und be- 
zeichnen die Dissoziationsprodukte, die auf der unteren Seile des Gleichgewichtes II 
stehen, mit 0 und 

Dann gilt nach MiciiaeiJvS 


[5] • (1’ - O - O) T 


Ks 


und 


2 • 10 ■ 7 . 


Der Zahlenwcrt von Ks sei 0,03, die Wasserstoffionenkonzentration betrage 
2 • so daß ö - o ist. Nun tragen wir die gleiche Enzymmenge y einmal in 

0,0311-, das andere Mal in o,2in-Rohrzuckerlösung ein. 


H. V. FutjvR und K. Mvrbäck, Die.se Z.s. Bd. 120, S. 61 [19-2], und zwar S. 62. 
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In der o,03n-Iv()siing muß neben dem freien Enzym — a — o) gleichviel 
imdissoziierte zerfallende vSaccharase-Saccharoso- Verbindung und neben der letzteren 
wieder gleichviel o vorhanden sein. Wir müssen der bei der gewählten Temperatur 
maximal mögliehen Reaktionsgesehwindigkeit [47] erhalten. In der 0,2in-EüSung 
muß neben dem freien Enzym 7 mal mehr 0 und auch 7 mal mehr a enthalten sein. 
Die Anfangsgesehwindigkeit, die wir messen, beträgt derjenigen, die 

wir bei optimaler h und vSubstratkonzentration erzielen können. 


Tabelle 4. 

Invertin d, Zeitwert 0,26. 

(Inversion bei 29,07 0,03", Polarisation bei 22°. pn — 4,4 — 4,6. - 0,040.) 



- loR 

Zeit. 

(Min.) 

Dreluins 

(4 

DrdiuuRS- 

uhnaluiic 

(■') 

Relative 

.\nr.- 

Ocselnv. 

(10 Min.) 

I(X> *J 

hör, 

1 

S.O’S 

0,86 

12,0 

4.74 

0,288 

2 5 

77.5 

77 

- 0,5 

(0,13-D 


20,5 

4.43 

0,598 







47.5 

3,995 

1,05 





-V 54 

i ,16 

14.1 

2,28; 

0.^55 



63.5 

lI: 0,0 

(0,070) ^ 


-9.5 

1 ,07 

0,57 







43.- 

1 ,7b 

0,78 





2,042 

1 .26 

I4.Ö 

> .795 

0,247 

17.5 

58,5 

58,5 

T 0,0 

(0,056) 


34.3 

1.44 

0.(k)2 








I.I95 

1 0,847 





0,98 

1.57 

13.0 

0,835 

1 <6145 

1 1.5 

4<'.5 

38.5 

■ — 2,0 

( 0 , 027 ) 


33.7 

‘ 1.03 

1 0,35 







54 .- 

0.455 

; 0,525 





0,51 

1,85 

10,5 

0,3^5 

i 0,125 

8 

26 

27 

-f i.o 

(0,014) 


31,8 

0.-95 

: 0.215 







54.0 

0,185 

; 0,325 





0,34.=; 

2 ,02 

14.7 

0,260 

0,085 

() 

19 

S 20 

- 1 - 1,0 

(0,0095) 


3 I.I 

0.185 

0,16 



j 




56.7 

(»,l .|5 

0,20 






Wir wiederholen den Versuch bei — 4,7 und finden in der o,o3n-Eösung 
50%, in o,2in-Eösung 87,5% der für unendlich große vSubstratkonzentration extra- 
polierten Anfangsge.schwindigkeit. Beim Übergang von der 0,0311- zur o,2in-Rohr- 
zuekerlösung müßte demnach der molare Umsatz bei 4,7 auf das 7 /^faelie, 
bei -- 6,7 dagegen nur auf das 7/3fache .steigen, also um 75 bzw. 40%. Die Affi- 
nitätskonstante wäre in der Nähe des Neutralpunktes doppelt so [48] groß als bei 
optimaler W'asserstoffzahl, die Aktivitäts-log[ 5 ]-Kurve wäre um 0,3 Abszissenein- 
heiten nach links verschoben. 

Die in Tab. 4 und 5 mitgeteilten Versuche wider.s])rechen die.ser Eolgerung 
fler Theorie von Miciiaptjs und Rothstrin. Mit einem der reinsten Invertinpräparate 
{d des Abschii. 2) haben wir die Abhängigkeit der Saccharase Wirkung von der Rohr- 
zuckerkonzentration bei p^^ — 4,4 und 6,79 gemessen. 

Unabhängig von der Acidität finden wir in genauer Übereinstimmung jedesmal 
in 0,040 n-Saccharoselösung 50% der maximal möglichen Inversionsgeschwindigkeit. 
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Tabelle 5. 

Invertin d, soviel Unzyin wie in Tab. 4. 

(Puffer; "V75 vStandardphosphat. Inversion bei 30,0.2 ±0,02°, Polarisation bei 23". 

P\i 6,79. K = 0,040.) • 


[-ü 

- log [S] 

Zeit 

(.Miii.) 

Drcliung 

C) 

Dreluuigs- 
i iibnahnic i 

, (U 

Relative 

Auf.- 

Gesehw. 

(ro Min.) 

gef. 

,i 

4.89 

0.87 

26.3 

4.41 

0,48 ! 

18 

77 1 

80 

4 3.0 

(0.134) J 


40,5 

4.15 

0.74 1 







55.0 

3-95 

0,94 





2,40 

1,18 

17,0 

' -M7 

! 0,23 i 

1-1 

92 1 

62 

-l- (),(.) 

(0,066) 


.U.o 

1 1.95 

0.45 


i 





497 

1.75 

0.65 1 


1 

1 



1,51 

1.38 

U.3 

1.3 1 

! 0,20 

IP5 

5. 

51 

:i" f^o 

(0.0415) 


35.1 

1 1.12 

i 0.39 







50,0 

1 0,975 

1 0.535 





0.917 

1.60 

16,0 

0,78 

■ 0,137 

9 

39 

40 

■ i 1,0 

(0,0252) 


33.« 

0,64 

0,277 







48,7 

0,55 

0,367 





. 0.465 

1.89 

14.8 

. 0,38 

' 0,085 

5.5 

42 j 

2.} 

i: 0,0 

(0,0128) 


30,5 

0,31 

! 0,155 

1 






46,0 

0,215 

1 0.25 





0,267 

2,13 

18,7 

0,185 

0,072 

3.5 

15-5 

•5.5 

0,0 

(0,0073) 


3^.8 

i 0,15 

0, 1 1 7 







48.S 

0, 1 00 

0,167 






Ohne Hilfshypothese über Natur und Koexistenz der [49] Gleicligewielite muß aber 
auch die Aktivitäts-/)|i-Kurvebei W’echsel der Rohrzuckerkonzentration ilire Rage ändern. 

Die eben angcstellten Überlegungen fordern, daß in {),03n-Dösung bei einer 
[ir] 2 • 10 7 f)6,7%, in o,2in-Lösung dagegen 53,4% der bei derselben [S] und 
bei -- 4,7 erreiclibaren Umsatzgeschwindigkeit meßbar sind, wenn wir den Para- 
meter der Aktivitätvskurvc als Dissoziationskonstante der vSaccharase-vSaccharose- 
vSäure deuten. Das ist jedoch nicht der Fall. 

Die Theorie der elektrolytischen Dissoziation der l'ermente vermag auch in ihrer 
durch Miciiahtis und Rotiistkin modifizierten Imssung den Tatsachen der Invertin- 
wirkung nicht gerecht zu werden. Indem wir das Wesentliche der Vorstellungen von 
I/. Michakpis und von H. v. Kulkr übernehmen und miteinander vereinen, könnten 
wir durch gleichzeitige Änderung von Gleichgewicht und Reaktionsfähigkeit die Be- 
obachtungen verstehen. Aber wir glauben nicht, daß man das einfache Bild, das 
die Versuche liefern, durch zufällige Kompensation in einem verwickelten Mechanismus 
erklären soll. 

Wir schließen: Das Gleichgewicht zwischen Enzym und Zucker ist 
unabhängig von der Wasserstoffzahl. Die Wasserstoffionen bestimmen 
die Zerfallsgcschwindigkeit des vSaccharasc-Saccharose- Komplexes. 

5. Das Invertin verschiedener Hefen. 

Es ist auffallend, daß die lediglich aus verschiedenen Hefeliefcrungen der Eöwen- 
brauerei dargevStellten Invertinlösungen, mit denen in den zwei letzten Abschnitten 
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die Versiiclie über Invarianz der Aktivitcätskurve bei Änderung des Reinheitsgrades 
und der h ausgeführt wurden, nicht unerheblich differierende Werte für Ks geliefert 
haben,' nämlich 0,029 0,040. Den letzteren Wert finden wir an dem aus Neutral- 

autolysat gewonnenen Präparat e (l der III. Mitteilung über Invertin) bestätigt. Der 
logarithniische Parameter — 1,40 (Abb. 6b) entspricht der niedersten bisher an Hefe- 
saccharase gemessenen Affinitätskonstante zum Rohrzucker, nämlich 25. * 


[50] Tabelle 6. 

Invertin e, Zeitwert = 0,37. 

(Inversion bei 30,03 ± 0,02°, Polarisation bei 18,5°, l<s = 0,040.) 



-loK [ S ] 

Zeit 

Drehnni: 

DrehuiiKS- 

abnahnic 

Relative 

Auf.- 

Oesehvv. 

lOCi i 


4 



(Min.) 

(4 

(4 

(12.S Min.) 

))er. 

Kvl . 



0,87 ! 

15.7 

4.365 

0.525 

41 

77 

77 

± 0,0 

(0,1315) 

; 

3 bo 

3-75 

1.14 







50.5 

3.31 

i. 5 <S 





2.45 

1.17 

22,6 

i -<'53 

0,62 

33 

62,5 

62 

— 0,5 

(0,0673) 

' 

34.3 

1,52 

0,93 







54.0 

1 ,065 

1.3H5 





1-095 

1,52 

19.2 

0,73 

0.365 

23 

43 

43 

± 0,0 

(0,0301) 


41.7 

0,34 

0.755 







ü 3,4 

i 0,07 

1,025 





0,310 

2,07 

21.5 

0,150 

0,16 

9.5 

17.5 i 

18 

H- 0,5 

(0,0085) 


42,2 

0,04 

0.27 






1 i 

61,0 

' —0.035 

0.345 

1 





Tabelle 7. 

Saccharasewirkung des anierikaiiischen Invertins. 
(Inversion bei 30,00 ^0,03®, Polarisation bei 22^. J<s 0,020.) 


.'o[S] 

-loK[Sj ! 

Zeit 

(Min.) 

Drehung 

(4 

Dreliun).:s- 

abnahmc 

(4 

Relative 

Anf.- 

Oeschw. 

(10 Min.) 

100 Q 

her. gef. 

,1 

5.295 

0,84 : 

9.5 

5.01 

0,285 

30,5 

88 

88 

± 0,0 

(0,1455) 

i 

20,3 

4,665 

0,630 







29.7 

4 . 3«3 

0,912 





3.51 

1,02 

9.0 

3.26 

0,250 

28.5 

i ^3 

82 

— 1,0 

(0,0965) 


I‘ 8-7 

2.955 

0.555 







30,2 

2,65 

0,86 





1.79 

1.3 T 

12,2 

1 .40 

0,30 

24.5 

71 

71 

± 0,0 

(0,0492) 


24,0 

1,20 

; o, 5 (; 







37.1 

’ 0,88 

0,91 





1.035 

1.54 

13.5 

0,75 

i 0,285 

■ 20,5 

59 

59 

± 0,0 

(0,0286) 


27.5 

0,46 

i 0,565 



1 




40.7 

0,31 

0,725 

i 


1 

! 


0,718 

1.71 

9.6 

: 0,557 

i 0,160 

1 17.5 

49.5 

50,5 

- 1 - 1.0 

(0,0197) 


20,8 

0,373 

1 0,345 







32.7 

0,270 

1 0,448 





0,180 

2,31 

12,5 

0,100 

0,080 

; 6.5 

20 


— 1,0 

(o,fX)5o) 


28,8 

i 0,045 

i 0,153 



1 



[51] Gerade doppelt so groß ist die Affinität des unter g) beschriebenen ameri- 
kanischen Invertins (Tab. 7, Abb. 7 a und 7 b) und alle aus Brauereihefe dargestellten 
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Tabelle 8. 

vSaccharasewirkung des dänischen Invertins. 



Tabelle 9. 

Invertin der Rasse H. 

(Inversion bei 30.04 ±0,03^, rolarlsation bei 20 — 21°. 0,016.) 



1 

- \Oi;[S] 

Zeit 

Dreiiuii!’ 

Drehuuf'S- 

abtiahmc 

Kclativc 
Ant'.- 
Oesehw . 


,,,, 



1 (Min.) 

('■) 

n 

(15 Min.) 

bcr. 


5.355 

0,83 

16,0 

i 5.03 

0,32=; 

31 

90,5 

1 «0,5 

i^hi 47 ) 


37,0 

^ 4.57 

0,785 






49,3 

i 4.30 

1.055 




3.55 

1 ,01 

20.3 

3 .T >5 

0,305 

50 

86 

; 

(0,0976) 


36,0 

2,81 

0,74 





51.^ 

2,495 

1.055 




i,<So 

I.3I 

18,1 

1 , 3 « 

0,32 

26, 5 

7^.5 

79, > 

(0,0495) 


34.5 

1,22 

0,58 






4^3 

1.035 

0,765 




i.ii 

1,52 

15,5 

0,88 

0,230 

22,5 

f' 5.5 

95,5 

(«.0305) 


35,0 

0.615 

0,495 






47 .« 

' 0,47 

0,64 




0,632 

i,/6 

17.0 

0,44 

0,19 

17,5 

52 

50,5 

(0,0174) 


30,5 

i 0,30 

0.33 

1 

1 





43.5 

0. 1 9 

0,44 

i 



0,220 

2 22 

18,0 

0, 1 1 5 

0.105 

10 

27.5 

29 

(0,0061) 


33.7 

0,065 

0.155 





52,0 

0.030 

0,19 
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R. Kuhn: 


Lösungen und Präparate werden in dieser Hinsicht durch das Invertin der Brennerei- 
hefen übertroffen. In naher Übereinstimmung mit dem von L. MichaeIvIS und 
M. T,. Menten’' bei 25° ermittelten [52] Wert für die Dissoziationskonstante der 
vSaccharase-vSaccharose-Verbindung 0,016 fanden wir mit den unter f), h) und i) im 
Abschnitt 2 näher charakterisierten Auszügen aus dänischer Hefe sowie aus den Hefe- 
rassen II und XII bei 30 Ks ^ 0,017, 0,016 und 0,016 (vgl. die Tab. 8, 9 und lo mit 
den zugehörigen Abbildungen). 

Wir möchten hervorheben, daß die Affinitätsbestinimung sich nicht zur Charak- 
terisierung verschiedener Hefen venverten läßt, wenn auch gewisse Eigentümlich- 
keiten, wie der Unterschied zwischen Brauerei- und Brennereihefen, auch in der 
Affinität des Invertins zum Rohrzucker zum Ausdruck zu kommen scheint. Die 
Schwankungen der AVWertc, die sich beim [53] Vergleich der Saccharasewirkung 
der aus verschiedenen Lieferungen derselben Hefe dargestellten Invertinlösungen 
und -Präparate ergeben, sind nicht nur bei der dem technischen Betrieb entnommenen 
Hefe der Löwenbraucrei beobachtet worden. Wie im folgenden Kapitel (Abschn. 4) 
gezeigt wird, ist dies auch für verschiedene Aufzüchtungen der Reinkulturhefe 
Rasse XII der Fall. 


Tabelle lo. 

Invertin der Rasse Xll. 

(Inversion bei 30,05 L 0.03°, Polarisation bei 21 iU ^ 0,016.) 



1 

- log [,S] 1 

Zeit 

(Miii.) 

Ureliiuiij 

() 

Drchuiigs- 

abnahme 

(■) 

Relative 

Aiif.- 

Geschw. 

(ii.5 Min.) 

100 

her. 

gef. 

.1 

7.415 

0.69 

13.5 

7 - >95 

0,22 

20,5 

9-, 5 

91,5 

— 1,0 

(0,2037) 


27,0 

7,00 

0,1 1 5 







4''>.2 

b.74 

0,675 





r6i8 

1,00 

14.0 

3.395 

0,222 

20 

86 

89,5 

•1- 3,5 

(0,0995) 


3 E 3 

3,135 

0.483 







50.3 

2,89 

0,726 





1,815 

1.30 

15,2 

t,6i 

, 0,205 

17 

76 

76 

± 0,0 

(0,0498) 


33 .!^ 

1,375 

0,44 

1 






50,0 

1,175 

0,64 





1 ,07 1 

1-53 i 

13.0 

0,93 

0,14 

13-5 

04,5 

60,5 

-- 4,0 

(0,0295) 


i 26,2 

0,82 

0,25 







; 45.7 

; 0,655 

0,4 1 5 





0,747 

1 ,()[) 

13.9 

; 0,607 

0,14 


5 b i 

56 

± 0,0 

{0,0205 ) 


29,8 

o ,.490 

0.257 

! 

1 





42,3 

i 0,41 

0,337 


1 



0,370 

\ 1 .99 

14.7 

i 0,270 

’ 0,100 

9 

39 

40 

1 1,0 

(0,0102) 


28,1 

0,225 

0,145 






Der Tatsache von der Unabhängigkeit der Aktivitätskurve vom Reinheitsgrad 
steht die wechselnde Affinität des Invertins verschiedener Herkunft zum Rohrzucker 
gegenüber. Darum müs.sen wir den Grund hierfür entweder in einer Verschiedenheit 
des Invertins von Hefe zu Hefe oder aber in der Beimischung [54] wechselnder Mengen 

‘ Biocheiii. Z.s. Bd. 4% S. 333 [ioi 3 l* 
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eines pder mehrerer dem Knzym selbst nahestehender Körper suchen, die, wie sie in 
der Natur gebildet wurden, das Invertin durch alle Reinigungsoi)erationcn begleiten 
und die mit .seinen wirksamen Crupj)«! in Wechselwirkung stehen. Was die erste 
Möglichkeit betrifft, so muß daran erinnert werden, daß die von R. i\lARC ^ ausgeführten 
Versuche über Adsorption löslicher vStärke an Rariiim.sulfat ein iihnliehes Bild zeigen: 
Bei Alterung der vStärkeUxsungen bleiben die Adsorptionskurven affin, sie sind aber 
für verschiedene Stärkelösungen verschieden. 

Wir schließen aus den Beobachtungen, von denen der 6. Abschnitt berichten wird, 
daß die Affinitätsunterschiede nicht durch derartige Verschiedenheiten der kolloiden 
Natur oder der reaktionsfähigen chemischen Gruj)pen des Invertins zu erklären sind, 
sondern, daß sie im wechselnden Mengenverhältnis von Körj)ern, die dem Enzym 
in koiLstitutioneller Hinsicht verwandt .sein nülssen, ihren Cjrund haben. Nach dieser 
Auffassung kommt dem Enzym selbst eine charakteristische und kon- 
stante Affinität zu seinem vSubstrat zu, deren numerischer Wert vorerst 
freilich noch unbekannt ist. 

6. Wirkung arteigener und artfremder Kochsäfte, 

Der Frage, ob die in einer vSacchara.selö.sung cnthalteneTi Wruiireinigungen das 
Enzym zu binden vermögen, haben schon 11. v. Eui.kr und J. E.vurix“ ein Ex])eri- 
inent gewidmet. Eine gereinigte vSacchara.selösuiig aus schwedi.scher Brauereihefe 
(AV = - 0,029) wurde unter Zusatz der doppelten Menge derselben Eösung, die zuvor 
durch Erhitzen ihrer enz)’matischen Kraft beraubt wurde, geprüft. E<ine Änderung 
der Affinität wurde nicht beobachtet. 

Wir haben ähnliche Versuche in Angriff genommen und glaul)en schon hier 
darüber berichten zu müssen, da wir durch sie über die Ursachen der wechselnden 
Affinität der Saccharase [55] zur Saccharose unterrichtet werden, wenn sie auch die 
Frage nach dem Mechanismus der Affinitätsänderungen noch nicht restlos beantworten. 

Beruht die wechselnde Affinität auf der verschiedenen Kolloidnatur, die dem 
Enzym bei seiner Lo.slösung vom Protojüasma, bei .seiner mechanischen oder enzy- 
matischen Freilegung i) in jedem Falle gerade eigen ist und eigen bleibt, und wird 
dieser Zustand durch Erhitzen zerstört, .so kann, da ja alle analytisch nachweisbaren 
Verunreinigungen für die Änderung der Affinität nicht in Betracht kommen, die 
Wirksamkeit des Invertins durch einen Kochsaft nicht beeinflußt werden. 

Das ist auch nicht denkbar, wenn sich die Invertine von differierender Rohrzucker- 
affinität durch die Konstitution der chemisch wirksamen Gru])pcn unterscheiden. 
Tatsächlich gelingt es aber, die Affinität gewisser v^accharasen durch Zusatz von 
Kochsäften zu ändern. 

* Z.S. pliy.sikal. Clieiii. Ikl. 81, S. 6.|i [1912/13], und zwar vS. 65O, und W . Hkckij-nbüRC, 
a. a. 0., vS, 623. 

' A. a. O., vS. 87. 

b R. \Vir,i,STÄTTKR und F. RackK, Ami. d. Cliciii. Ed. 427, S. 111 [1921/22]. 
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R. KuiiN: 


Die verwendeten Kochsäfte waren durch 15 Minuten langes Erhitzen der betreffen- 
den Invertinlösungen über freier Flamme gewonnen, von koagulierten Proteinen 
durch Filtration befreit und auf Unwirksamkeit geprüft. Immer wurde so viel vSaft 
verwendet, daß der M.Z.Q.- vor dem Erhitzen das 10 fache von dem im späteren 
Versuch wirksamen betrug. Uemischt wurde der Kochsaft mit der pufferhaltigen 
Ziickerlösung, so daß das Enzym gleichzeitig auf beide traf. 

Tab. II zeigt, daß die vSaccharoseaffinität des Invertins h {Ks — 0,029, vgl. 
Tab. 2) trotz des großen Überschusses an Kochsaft, der durch Erhitzen des Neutral- 
autolysats der dänischen Brennereihefe gewonnen wurde, ungeändert bleibt. Der 
artfremde Kochsaft, in dem das Invertin höhere Affinität zum Rohrzucker besaß 
(Ä'.i’ - 0,017, vgl. Tab. 8), ist also ohne Einfluß. 

Der umgekehrte Versuch, die Affinitätsbestimmung eines Invertins von hoher 
Affinität unter Zusatz eines Kochsaftes, in dem die Saccharase vor dem Erhitzen 
eine nur lialb so [56] große Affinität zum Zucker aufgewiesen hatte, wurde mit dem 
Autolysat der Rasse XII (■/ des 2. Abschnittes, Ks — 0,016) und dem der Uöwenbräu- 
hefe (a des Abschnittes 2, Ks — 0,029) ^osgeführt. Der Vergleich der Abb. lob und 12b 
ergibt, daß sich die Aktivitäts — log[S]- Kurve um 0,28 Abszisseneinheiten nach rechts 
verschoben hat. Die Affinitätskonstante ist von 62,5 auf 33 gefallen und stimmt 
innerhalb der \*ersuchsfehler mit derjenigen des Eöwenbräuinvertins 34,5 überein. 


Tabelle II. 

Invertin aus Löwcnbräuliefe mit däniseliem Koclisaft. 
(Inver.sioii bei 29,85 4- 0.05'', Polarisation bei 20''. A.s =- 0,029.) 


ao[ 8 ] : 


1 Zeit 

(Min.) 

Drehung 

n 

1 Divhungs- 
j abnahmc 

n 

Kdutive 

Anfangs- 

Gcscliw. 

(15 Min.) 

100 0 

her. 

gef. 

,1 

3.5b5 

1 ,01 

16,0 

3.-575 

0,19 

19 

77 

77 

:h 0,0 

(0,098) 


26,0 

3-24 

0.325 







4H0 

2,945 

0,62 





2,495 

1,16 

lb,5 

2,305 

0 , 1 9 

17 

70,5 

69 

— 1.5 

(ü,o68;) 


30,0 

2,17 

0.325 







47, 

1,94 

0,555 





1.4« 

1.39 

17.0 

I-30 

0.18 

15 

5«. 5 

61 

-1- 2,5 

(0,040;) 


34,7 

1,135 

0,345 







50,0 


0.51 





0,720 

1,70 

15,9 

0,6 1 5 

; 0,105 

10 

40,5 

40,5 

i 0,0 

(0,0198) 


31.7 

0,51 

0,21 

i 






44.« 

0,435 

0,285 


1 



0,310 

2,07 

16,1 

0.255 

0,055 

; 5.5 

22,5 

22 

— 0,5 

(o,(-K)85) 


26,5 

0,24 

0.07 


1 




Während nun arteigener Kochsaft die vSaccharase von niederer Affinität (Auto- 
lysat a, Ks ^ - 0,029) Ergänzung des Befundes von H. v. Eulkr und J. Eaurin 
selbst bei lofachem Überschuß nicht meßbar zu binden vermag (Verhältnis der In- 

^ M.Z.Q. " Menge-Zeit-Quotieiit. Vgl. R. WliyL,STÄTTF.R und F. Rackic, Ann. d. Cliem. 
Bd. 425, S. I [1920/21], und zwar S. 8. 
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versionsgeschwindigkeiteil in 0,13811- und 0, 0138 n-küsung 9:22, mit Kochsaft 
“ wird der Parameter der Saccharasewirkung des dänischen Invertins 0,017 

[57] nach Tab. 13 durch den arteigenen Kochsaft auf 0,030 erhöht. 


Talielle u. 

Invertin der Rasse XII mit Löwfrnliräukoelisaft. 
(Inversion bei 29.95 I Rolarisation bei 2t ^ K, = 0,030.) 


«0 [.S’J 

-loK r,si 

! Zeit 

' (Min.) 

DrOning 

, (.,) 

Drchiitigs- 

.'ilninhiue 

C) 

Uelalivi- 
.Vnfaiig.^- 
• Usc'hu . 

(10 Min.) 

loi 

Wer. 


1 

4,945 

! 0,87 

14,0 

4,695 

0,250 

18 

82 

i 82,5 

• 0 c 

(o,yV>) 


3 b 8 

4.41 

0.53=^ 



i 




49,3 

4,17 

o, 77 => 



1 


2,425 

1,17 

> 3.2 

2.215 

0,2 1 

15 

69. 5 

(k; 


(0,068) 


: 20,3 

2,025 

0,40 






i 

j 46,5 

1 ,80 

0,625 





1,495 

' b 39 

' 4.7 

1 ,300 

0,105 

J 3 

v8 

50 , 5 

-!■' 1,5 

(0,0411) 


29.5 

1.145 

0,35 


" 

1 




46,8 

0,938 

0.557 





0,992 

b 57 

15,8 

0.83 

0. 162 

IO 

47.5 

46 

* - 1,5 

(0,0272) 


3 '.3 

0 , 7 1 5 

0.277 






5 1 .0 

0,55 

0.442 





o. 4<)3 

i 

> 7,8 

' 0.378 

0,115 

7 

31 

52 

: 1 .0 

(0,0135) 


33.0 

0.300 

0.193 







54,3 

j 0.225 

0,268 





0,280 

2,1 I 1 

20,3 

1 0,220 

0.060 ; 

4 

20.5 

18,5 

- 2,0 

(0,0077) 


37.7 

1 o.KK) 

0.09 ; 






Wie die folgende kleine Zusaininenstcllimg zeigt, fülircn die bisher gcniesscnen 
Affinitätsverringerungen des Invertins übereinstiinniend zum Werte A'.s- .-r 0,020 
± 0,002, der selbst weder durch arteigenen noch durcli artfremden Kochsaft geändert 
wird. 

Tn der obersten Horizontalreihe sind die A.^-Wertc derjenigen Invertinlösungen 
angegeben, aus denen die Kochsäfte bereitet wurden, in der ersten Vertikalreihe 
die ohne Kochsaft bestimmten Werte für die wirksame vSaccharase: 

! 0,020 0.0 lO 

0,029 <),02(> 0,02<> 

0.017 0.030 — 

o.OlO 0,030 

[58] Ks hat den Anschein, als ob es ein besonders begünstigtes Invertin gäbe, dem 
die Affinitätskonstante 34 ! 2 gegenüber dem Rohrzucker zukommt. Man könnte 
diese Tatsache durch die Annahme erklären, daß den kochbeständigen Bestandteilen 
der Saccharaselösung eine hohe Affinität zum Enzym zukommt, daß aber auch die 
gebundene Saccharase enzymatisch wirksam ist. 

In einer Invertinlösung von Ks = 0,03 müßte diese Stufe bereits dissoziations- 
frei vorliegen. 


W’illstatter, ICnzyinc, 


68 
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Tabelle 13. 

Dänisches Invertin mit dänischem Kochsaft. 
(Inversion bei 29,88 ±0.03°. Polarisation bei 22“. K ,^ ^ 0,030.) 


IM 

/dt 

-luK [A’l 

1 (Min.) 

DrdinnK 

(°) 

Prehungs- 

abnahmc- 

(") 

Relative 

Anfangs- 

Ceschw. 

(10 Min.) 

l)er. 

10 

gef. 

,1 


— 

0,80 ■ 11,3 

4,75 

0,265 

23.5 

82 


82 

1: 0,0 

(0,1377) 

25,1 

4.435 

0,58 







; 44,0 

4,025 

0,90 






2,017 

1,20 i 12,3 

1.79 

0,227 

18.5 



(>5 

76 0,0 

(0,0554) 1 

22,0 

i 0585 

j 0.432 







; 30,3 

..3= 

1 0,697 






1,01 8 : 

1.53 33.5 

o,S3 

0,188 

•4 

48 


i 

1 1,0 

(0,028) 

-’ 7.5 

0,67 

0,348 







41,0 

1 0,505 

1 0.513 






0,51 5 

1,85 12,3 

0,41 

■ 0,105 

0 

32 


‘ 31,5 

— 0.5 

(0,0142) 

27,7 

0,33 

' 0.185 






1 

14 - 

! 0,245 

0.27 







\T‘rsuche mit wechselnder vSaftkonzeiitration und mit Invertin von noch geringerer 
Affinität (K.s — 0,04) müssen zeigen, ob diese Auffa.ssiing berechtigt ist oder nicht. 

Die Trage, ob neben dem freien Invertin (Ks^ 0,016) auch das gebundene Rohr- 
zucker zu spalten vermag, scheint auch durch exakten Vergleich der H-Ionenwirkung 
auf verschiedene Invertine prüfbar. Ist nur die freie Saccharase wirksam, so muß 
der Parameter der Aktivitäts-/)„-Kurve unabhängig von dem der Aktivitäts-/).S-Kurve 
sein. Aber es [59] übersteigt vielleicht die Differenz zwischen den von l. MiCiiAKUS und 
M.Rothstkin^ einerseits, von D. Michaelis und H. Davidsoiin^ und uns^ anderer- 
seits bestimmten Zahlen die Tehlergrenzen einer exakten ]\Iethodik. 

Unabhängig von diesen hypothetischen Vorstellungen über die vStruktur der 
wirksamen (;ruj)pen erweist sich die Konstanz der Invertinwirkung als Spezialfall 
für das Invertin der Uöwenbräuhefe (allgemein für Ks 0,029). ^^oi höherer Affinität 
kann sie nicht zutreffen, da hier durch zunehmenden Gehalt an Zersetzungsj)rodukten 
die Affinität zum Rohrzucker erniedrigt werden muß, wofern das Bindungsvermögen 
der Säfte nicht erst durch Kochen zustande kommt. 

Wir werden im folgenden Kapitel die Affiiiitätsdifferenzen durch Annahme 
wechselnder Mengen eines Ilemmiingskörpers deuten, der durch seine Affinitfit zu 
den aktiven Gruppen des Knzynis diese in eine unwirksame vStufe überführt. 

Die Genauigkeit der Affinitätsinessung der Raffinase zur Raffinose (III. Kap., 
Abschn. 2) sowie die Genauigkeit der aus den Anfangsgeschwindigkeiten der Rohr- 
zucker- und Raffinosehydrolyse gebildeten Quotienten (III. Kap., Abschn. 3) gestattet 
nämlich nicht, zwischen Wirksamkeit oder Unwirksamkeit des gebundenen Invertins 
zu entscheiden. Tür das Verständnis der Kochsaftwirkungen scheint jedoch nur folgende 
Erklärung möglich: 

* A. a. O. 

* Biochem. Z.s. Bd. 35, vS. 386 [1911]. 

3 R. WIIESTÄTTI'U, J.UrasKR uiid R. KUHN, Diese Za . Bd. 123, S. i [1922]. 
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Die differierenden Affinitäten des Invertins zum Rohrzucker sind bedingt durch 
Assoziation des kolloiden Trägers mit unwirksamen, dem Knzym in chemischer Hin- 
sicht nahestehenden Körpern. Diese Assoziationen bleiben für die wirksamen Dnippen 
nicht unbemerkt. Die analytisch bestimmbare Konzentration des Rohrzuckers in 
der Ivösung steht dadurch zu derjenigen, die an den reaktionsfähigen Gru])pen herrscht, 
in einem für die Hydrolyse ungünstigeren \'erhältnis als ohne Kochsaft. Darum 
finden wir die Aktivitäts-/) 5 -KurYe nach [60] rechts verschoben. Ist die Oberfläche 
des kolloiden Trägers mit einem derartigen Körper gesättigt, so kann weiterer Zu- 
satz des Kochsaftes die Affinität nicht mehr A’erringern. 

HL Die Affinität des Invertins zur Raffinose. 

Da nach den p^rgebnissen des II. Kapitels das Invertin verschiedener Hefen 
für die Rohrzuckerspaltung in ungleichem Maße geeignet ist, so scheint es nicht wunder- 
lich, daß der Quotient RaffinasezcitwertgSaccharasezeitwert mit verschiedenem Knzyni- 
niaterial verschieden ausfällt. Wir untersuchen daher in diesem Kapitel, ob den ver- 
schiedenen Affinitäten der Saccharase zur vSaccharose auch verschiedene Affinitäten 
der Raffinase zur Raffinose entsprechen und ob zwischen diesen Größen ein ge.setz- 
mäßiger Zusammenhang besteht, 

T. Das untersuchte Konzcntratioiisgebiet. 

Das Galaktosid des Rohrzuckers' wird vom Invertin der gewöhnlichen Kultur- 
hefen langsamer als seine Muttersubstanz gespalten, und die Ihnsatzgescliwindigkeit 
nimmt noch in so konzenlriertcn J.ösungcn des Trisaccharids stark zu, wo die niaxinuile 
Geschwindigkeit der Rohrzuckerhydrolysc fast erreicht ist, daß die Affinität der 
Raffinase zur Raffinose jedenfalls viel geringer ist als die der v^accharase zur Saccharose. 

Auch das höhere Molekulargewicht und die geringere J.öslichkeit sind für die 
Affinitätsmessung nicht günstig. 

Wenn in o,2n-Saccharoselösungen durch X'eränderung der Natur des Lösungs- 
mittels^ Abweichungen vom Massenwirkungsgesetz zu beginnen scheinen, so ist das 
in Raffinosclösungeii schon bei geringerer Konzentration zu erwarten. Aus diesem 
Grunde ist es nicht möglich, daß die experimentell bestimmbare maximale Reaktions- 
geschwindigkeit der dissoziationsfreien Bindung des Ibizyms an den Zucker entspricht. 
vSie wird [61] vielmehr eintreten, wenn die durch Viscositätserhöhuiig, Änderung 
des osmotischen Aktivitätskoeffizienten u.sw'. bedingten Krscheinungen die Konzen- 
trationszunahnie der Raffinase-Raffino.se-\Trbindung verhindern bzw. nach außen hin 
nicht mehr erkennen lassen. ]Man cu'hält in der Tat keine Dissoziationsrestkurve, 
wenn man die Anfangsgeschwindigkeiten der Raffinoses])altung als ITinktion von 
log aufträgt und die Maximalgeschwindigkeit als Maßstab der Ordinate wählt. 

’ Über die von der Direktion der Ziickerraffinerie Ilildeslieiiii in Ireundliclister \\’eise iiber- 
la.sseiic Raffino.se vgl. diese Zs. Bd. T15, vS. 180 [1921], und zwar vS. 185. 

“ L. Miciiakijs und ]\r. L. MknTKN, Jiioelieni. Zs. Ikl. 49, S. 333 [1914]. '“O zwar S. 340. 
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Beurteilt man jedoch die Neigung der Kurve, die die experimentell gefundenen Punkte 
verbindet, so lassen sieh alle Versuche bis zu etwa loproz. Lösungen des Trisaccharids 
durch nissoziationskurven darstellen. Da jedoch hier erst ^3 his der theoretischen 
Maximalgeschwindigkeit erreicht wird, kann man die Affinität der Raffinase zur 
Raffinose nicht mit besonderer Oenauigkeit ermitteln. Ziemlich willkürlich und dabei 
von nicht geringem Einfluß auf das Resultat ist es namentlich, welches Gewicht 
man den größten beobachteten Unisatzgeschwindigkeiten beimißt. Es zeigt sich 
nämlich, daß z. B. einmal (vgl. Tab. i6, vS. 64) die Geschwindigkeit beim IJbergang 
von 0,1- zu o,2n-Lösung von 17 auf 25, ein andermal (Tab. 15, »S. 63, vSpalte 6) da- 
gegen nur von 22 auf 25 steigt, obwohl wir aus den in verdünnteren Lösungen an- 
gestellten Versuchen eine sehr nahe übereinstimmende Affinität berechnen. Es scheint, 
daß die Anomalien in konzentrierten Lösungen nicht allein durch die Beschaffenheit 


[62] Tabelle 14. 

Raffiiiasewirkung de.s Iiivertiii.s Ras.se II. 

(8 mal inelir Enzym als in Tab. 0. Hydrolyse bei 30,05 ^-0,03°, Polarisation bei 20 K,i •. 0,24.) 



-IokLA’I 

Zeit 

(Min.) 

i 

1)101111111: 1 

.. ■ ! 

lircliuiiRs- 

aliiialiiiK“ 

n 

Relative 

Anf.- 

Oosdiw. 

(10 Miii.) 

100 n 

Ikt. Kct. 

1 

21.95 

0,65 

10.6 

1 

0.42 ' 

40,5 

48,0 

39,2 

- 8,8 

( 0 , 222 ) 

' 

20. 1 

21,14 ; 

0,8 1 







36,8 

20,40 

1 ,46 





I4.EI 

0,83 i 

0.5 

T4.27 

0,37 

39.5 

38,2 

38,2 

1 0,0 

(0.148) 


18,5 

'3,08 

o,6() 







3 3 ' 5 

13.40 

1,15 





10,95.^ 

0,96 

1 1 ,2 

10,39 

0,363 

33 

3 1 .6 

32,0 

! 0,4 

(0,1 n) 


2 1 . 3 

10,383 

0,57 







38,2 

10,123 

0.83 





7.31 

t ,'3 

11.2 

7,04 

0.27 

24.5 

23,0 

25.7 

!- 0,1 

(0,074) 


20,0 

6.84 

0.47 







36,8 

b.48 

0,83 





■ 4.33 

1 ,36 

22,0 

1,005 

0.325 

16 

' 5-5 

15-5 

J 2 0,0 

(0,0138) 


33,5 

3.865 

0,463 







54,5 

3,625 

0,705 





3<92 

1 ,40 j 

10,0 

3-770 

0,15 

15 

14,2 

' 4-5 

0,3 

(0,0307) 


33-4 

3.48 

0,44 







5'><5 

3.34 

0,58 





2,1 T 

f ,b 7 

10,2 

2,015 

0,005 

8.5 

8,2 

8,2 

Jj 0,0 

(0,0214) 

1 

; 24,5 1 

1 1-93 

1 0,1 <S 







I 45-0 

1,79 

0,32 





',45 

1 1.83 

10,7 

63«5 

i 0,065 

6 

5-8 

5-8 

1 0,0 

(0,0 T 47) 

1 

i 20,0 

1.33 

0, 1 2 






1 

1 

! 45-4 

1,21 

0,24 





1,01 

1 ,90 

i 10,0 

0,950 

0,060 

6 

4-1 

5.8 

-1- 1,7 

(0,0102) 

1 

1 21,2 

0.807 

0, 1 1 3 






i 

1 

i 48.5 

0,770 

0.24 





0,83 

! 2,07 

1 13.0 

0,810 

0,040 

3.5 

3.5 

3.9 

-1- 0,4 

(0,0086) 

1 

; 24,7 

0.797 

0,063 






i 

i 49.3 

0.753 

0,097 
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des Milieus erklärt werden können. (Über eine Anomalie der Kinetik, die indes auf 
Versnclisfelilern beruhen dürfte, vgl. Abb. 14a). 

Iinmerliin glauben wir, daß die von uns berechneten /v«- Werte auf i30*bis 50% 
genau sind und daher nicht nur die (kößenordnung der Affinität selbst, sondern auch 
die Richtung der Affinitätsänderungen richtig wiedergeben. Die äußeren Bedingungen, 
die zur Verfolgung der Raffino.sehydrolyse einzuhalten sind«, gleichen denen bei der 
Inversion des Rohrzuckers derart, daß wir bezüglich der Ausführung der folgenden 
Versuche auf das ini II. Kapitel, Abschnitt i Gesagte verweisen. [63] Die Normalität 
der Raffiimselösungen wurde aus der für Versuchsbeginn extrapolierten Anfangs- 
drehung auf Grund der Beziehung «oifAJ = 13,71 : 0,1387 berechnet. 

2. Raffinosespaltung durch verschiedene Invertine. 

Das Invertin der Rasse II und das der Rasse XII stimmen nicht nur in bezug 
auf die Aktivitätskurve der vSaccharasewirkung mit einander überein. Auch die Ab- 
hängigkeit der Raffino.sespaltung vom log der reziproken | R] läßt sich, wie die Abb. 14b 
und 15b zeigen, für beide am be.sten durch den nämlichen Parameter -log[/Ü| ^ 0,62 

Tabelle 15. 

Raffiiiasewirknng des liivertin.s Ra.s.se XII. 

(6,67 mal mehr Kiizym als in Tabelle jo. Hydroly.se bei 29,<S5 |- 0.03", Tolarisation bei 2ü‘'. 

K „ - 0.24.) 


[R] 


Zeit 

(Min.l 

l>ivlmii,;; 1 

i <') 

DrchuiiRs- 

al)ii;ihnic 

9 ) 

Kdative 

Ocsiliw. 

(10 Miii.) 

1 

100 0 

hur. .uef. 

1 

20,745 

o, 6 iS 

9,5 

20,51 5 

0.23 

24.5 

4 b .7 37.3 

- 9,4 

(0,2]) 


19,8 

20,27 

0,475 






.bb8 

10,985 

0,76 




1 1,917 

0,92 

12,8 

11,645 

: 0,272 

22 

33,5 i 33,5 

_L 0,0 

(0,121) 


24.7 

»943 

0,487 


i 





11,19 

0,727 


! 


5.925 

1,22 

10,7 

5.785 

0,14 

13 

20,0 ! 19,8 

— 0,2 

(o,ü6o) 


27 >3 

5.63 

0,295 


1 


2,96 

1.52 

14.8 

2,86 

0,10 

7,5 

11,1 11,4 

0,3 

(0,030) 


2 5 ,0 

2,79 

: 0,17 






46,2 

2,705 

0.255 




b 4«5 

J,S2 

12,5 

1,435 

0.05 

' 4 

5.9 ' 9,1 

: 0,2 

(0,015) 


28,6 

1,405 

0,08 


1 




48.9 

1,355 

0, 1 3 


j 


0,712 

2,14 

13.8 

0,685 

0,027 

2 

2,9 1 3,0 

i 0,1 

(0,0072) 


25,5 

0,670 

1 0,042 


1 




39.0 

0,662 

0,050 


i 



darstellen, der die [64] beobachteten Werte bis zu ^/3 des theoretiscli möglichen Um- 
satzes sehr genau wiedergibt. 

Innerhalb der Fehlergrenzen stimmt auch die Raffinasewirkung des dänischen 
Invertins (Tab. 16) mit derjenigen der Berliner Brennereihefen überein, wobei selbst 

* R. Wir,i,STÄTTiiR und R. Kuhn, Diese Zs, Bd. 115, S. i<So [1921], und zwar S. iSsff. 
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Tabelle 16, 

Raffinasewirkung dCvS dänischen Invertins. 
(Hydrolyse bei 30,04 ±0,03°, Polarisation bei 23°. = 0,27.) 


Ui \ 

-log m 

1 

1 '/-L'it 

1 

! (Min.) 

; Drehung 

(”) 

Drehungs- 

abnahine 

(“) 

Uclativc 

1 Ocschw. 

(10 Min.) 

her. 

j gef. 

1 

30, 1 1 

0,52 

12,3 

29.72 

0,39 

1 31.5 

53.0 

53.0 

± 0.0 

(0,30..}) 


20,0 

29,50 

' 0,61 







1 32'0 

29,11 

1 ,00 





20,00 

o, 6 () 

12.5 

19,685 

0,315 

^5.5 

42.8 

42.8 

rf: 0,0 

(0,2(i2) 


22,5 

19,445 

0,555 







3 - 1.5 

19.16 

0,84 





10,04 

0,99 

15.0 

9 . 7 <'' 

! 0,26 

; 17 

27,4 

28,6 

■f" 1,2 

{0,102) 


32.5 ' 

0,56 

0,48 







50,0 

9 . 4 ' 

0,63 






T ,27 ! 

14.0 

5 . 1 /'^ 

0,132 

9.5 

16,5 

16,0 

— 0,5 

(0.0536) 


26,1 

5 . 1 ^ 

0, I 90 







49.5 

4.995 

0,315 





1,710 ; 

1.76 ; 

I 4 .b 

1.67 

0.04 

3.5 

6,0 

5.9 

— 0,1 

(0,0173) 


26,5 i 

' 1.635 

0.075 


■ 



1 


45.7 

1.5« 

0, 1 3 






der in o,3n-Iyösung beobachtete W’ert durch den logarithinischen Parameter 0,57 
(Abb. ibb) gut wiedergegeben wird. Dagegen ist die Raffinoseaffinität des Röwen- 
bräu-invertins e (Präparat / der IIL Mitteilung über Invertin) entschieden geringer. 
Wir halten sogar den in Tab. 17 mitgeteilten Wert Kn * - 0,66 noch für etwas zu 
klein, die Affinitätskonstante 1,5 demnach für zu groß, weil die in ’74-bösung gefundene 
Geschwindigkeit die aus den anderen Versuchen für diese Konzentration berechnete 
ein wenig übertrifft. 

Wir haben nämlich, um keine weitere Unsicherheit in die [65] Zahlen zu bringen, 


Tabelle 17. 

Raffinasewirkung de.s Invertins c, Zeitwert — 0,37. 
(Hydrolyse bei 29,85 3:0,03“, Polarisation l>ei 19°. 7t 0,66.) 


nJA'l 

log[A'J 

Zeit 

(Min.) 

Drchnng 

(9 

Dreluuigs* 

abnahrac 

(9 

Relative- 
Anf.- 
(leschw. 
(16.7 Min.) 

100 0 

ber. gef, 

1 

25.13 

0,59 

14.1 

24.6,; 

0,50 

58 

27,8 

20,0 

; 1,2 

(0,254) 


25.0 

24,28 

0.85 







85,0 

2^.75 

2.38 





10,055 

0,99 

17.3 

9.795 

0.26 

26 

13.4 

13,0 

— 0.4 

(0,1018) 


37,0 

9,46 

0.595 







90,5 

8,63 

1,425 





4.918 

1 , 30 

16,2 

1 4.785 

0,132 

13.5 

7.0 

6,7 

— 0,3 

(0,0498) 


. 34-7 

! 4.63 

0,288 







100,0 

1 4.15 

0,768 





2,005 

1,69 

17.3 

1.95 

0.05 5 

5.5 

3.0 

2,7 

-- 0, 3 

(0,0203) 


33.3 

1.915 

0,09 







98,0 

1.765 

0,24 





1,005 

1.99 

23.3 

0,955 ’ 

0,050 

4 

1.5 , 

2,0 

! 0,5 

(0,0102) 


44.5 

0,905 

0,100 
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darauf verzichtet, für die mehr als loproz. I/isungen eine Korrektur an den beob- 
achteten Anfangsgeschwindigkeiten anzubringen, und haben den Parameter so ge- 
wählt, daß die vSumme aller Fehlerquadrate möglichst gering wird. 

3. Vergleich der vSaccharase- und Raffinasewirkung. 

Um zwischen relativer vSpezffität des Invertins und absoluter vSpezifität von 
Saccharase und Raffinase zu entscheiden, genügt es nun, nach der in der voran.stehenden 
Abhandlung, Kapitel II unter i (S. 19), beschriebenen Methode, bei beliebiger Zucker- 
konzentration die Hydroly.sengeschwindigkeiten des Ui- und Trisaccharids durch 
gleiche Enzymmengen zu messen, da die numerischen Werte der einzelnen Affinitäten 
A.S- und Kr bekannt sind. Uie.sen Vergleich haben wir in 0,138 n-T,üsung ausgeführt, 
um mit dem früher» ermittelten [66] Zeitwertquotienten mögliclist vergleichbare 
Zahlen zu erhalten. Berechnet wurde indes nicht die für 5()proz. Umsatz jeweils 
nötige Zeit, sondern, um den Einfluß wechselnder Kinetik») auszuschaltcn, das Ver- 
hältnis der für eine Versuch.szeit von 10 Minuten graphisch interpolierten Urehungs- 
abnahmen. Uiese können direkt als Maß des relativen Umsatzes betrachtet werden, 
da in äquimolaren Uösungen der totalen Hydrolyse von Rohrzucker und Raffinose 
nahezu gleiche Drehung.sabnahmen entsprechen. Die in Tab. 18 mitgeteilten Quo- 
tienten der Anfangsgeschwindigkeiten sind also mit der nämlichen Methodik gewonnen 
wie die Affinitätskonstanten, mit denen wir sie in Beziehung .setzen werden. Sie 
weisen bei verschiedenem Invertinmaterial nicht so große Schwankungen auf wie 
die vor einem J ahr niitgetciltcn Quotienten der Zeitwerte*) . Ihre Extremwerte verhalten 
sich wie 1:1,7, während sie früher beim Invertin denselben Hefen das Verhältnis 
1 :2,4 erreichten. Das dürfte weniger darauf beruhen, daß seinerzeit die Be.stimmungen 
mit der durch Toluol abgetöteten Hefe selb.st, jetzt ausschließlich mit daraus gewonnenen 
Autolysaten und Präparaten ausgeführt wurden. 

In weitaus den meisten Imllen dürften nämlich die von R. WinnsTÄTTER und 
W. STEII3KET ^) sowie von R. WiEESTÄTTER und R. Kuiin'») beobachteten Zunahmen 
der Reaktionsgeschwindigkeit bei Bestimmung von Maltase und ^’^-Methylglucosidase 
oder von Saccharase und Raffinase in der Hefe nicht auf ])o.stmortale Neubildung 
von Enzym während des Versuchs zurückzuführen sein, sondern auf wechselnder 
Kinetik, die durch wechselnde Affinität des Enzyms zu Zucker und Glucosid sowie 
zu deren Spaltprodukten bedingt i.st, beruhen. 

Der Unterschied zwischen dem mit Invertinpräparaten der UöwTiibräuhefe be- 
stimmten Zeitwertquotienten 11,3 und dem Quotienten der Anfangsgeschwindigkeiten 
8,0 bis 8,3 ist [68] hauptsächlich dadurch zu erklären, daß zur Berechnung des er.steren 

’ Die.se Zs. Bd. 115, S. 180 [1921] (/IM. 75). 

') Vgl. ebenda Tab. 3, S. 189, und R. WiEESTÄTXKR, J. Graser und R. Kuhn, Diese Zs. 
Pd. 123, S. I [1922], und zwar S. 63 ff. 

b R. WiEESTÄTTER und R. KuilN, a. a. 0 ., vS. 196. 

b Diese Zs. Bd. 115, S. 199 [1921], und zwar S. 204!. {Ahh.jO). 

A. a. 0 ., S. i96f. 
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[67] 

Tabelle 18. 


GevScliwindigkeitsverhältnis der Rohrzucker- und Raffinoseliydrolyse. 
(0,138 n-Lösungeii; Enzyiiiinciigen ini Verhältnis 1:5.) 



> Invertin 

Nr. 

Wirktjnt; [ 
auf 1 

Zeit 

(Min.) 

Drelinni' 

1 

(4 ! 

Drehlings- 

abnalime 

C) 

Dreliuiißs- 
abnahmc nacli 
10 Min. :< loo 

c J^öweiibräuhefe 

Rohrz. 

10,1 

4,095 

0,355 

35 

Zeitwert 0,64 Min. 

” 

19.; 

4 , 3<'^5 

0,665 




30,0 

4,07 

0,98 



Raffin. 

9,7 

13.455 

0.255 

26 

, 

,, 

18,0 

13,26 

0.45 




. 1^,3 

13,04 

0,67 


d Löwenbräuhefe 

Rohrz. 

1 1 .0 

4,77 

0,28 

24 

i Zeitwert -- 0,26 Min. 


22,8 

4.54 

0,51 


' 

,, 

• 15.0 

4,08 

0,97 



Raffin. 

12,6 

13,515 

0,195 

15 


,, 


13,33 

0,38 




52,8 

13.115 

0,595 


e Löwenbräuhefe 

Rohrz. 

12,5 

4.79 

0,24 

20 

Zeitwert = 0,37 Min. 


19.<8 

4.Ö25 

0,405 




35.0 

4,. 34 

0,69 



Raffin. 

12,3 

13,50 

0,15 

12 



26,2 

13,405 

0,305 




42.3 

13,255 

0,455 


f Kopenliageiier 

Rohrz. 

17.2 

4,075 

0,36 

21 

Breiinereiiiefe 

1 

3 b 3 

4,30 

0,675 




43.'3 

4.105 

1 0,93 



Raffin. 

13,8 

13,305 

j 0,285 

21 



j 24,5 

13,18 

0,50 




I 35.3 

12.95 

1 0,73 


h Rasse II 

Rohrz. 

* 12,5 

4.795 

; 0,255 

30,5 



i 22.4 

4.5«'^ 

0,47 




35.0 

4.35 

1 0,70 



Raffin. 

i < 3,3 

13.405 

1 0,29 

32 



25.5 

13,155 

j 0,54 




.59.5 

12,85 

0,845 


i Rasse XII 

i Rohrz. 

10.5 

4.875 

0,17 

16 



22,5 

4,995 

0.35 



i ** 

45.2 

4.395 

0,65 



Raffin. 

15.4 

13.405 

0,25 

16 



25,1 

13,25 

0,405 




40,0 

13.07 

0,585 



der Saccharasezeitwert nach der von C. 0. vSuhUVAN und 1 '. W. TomPvSON^ für den 
zeitlichen Verlauf der enzymatischen Rohrzuckerspaltiing mitgeteilten Kurve be- 
rechnet wurde, wobei die Reaktionskonstanten i. Ordnung bei 50proz. Hydrolyse 
um etwa 15% größer sind als zu Beginn der Reaktion, die Raffinasezeitwerte dagegen 
nach einer an einem Invertinpräparat aus lyöwenbräuhefe ermittelten Kinetik ^ der 
zufolge die für eine mononiolekulare Reaktion berechneten KoiivStanten ini selben 
vSpaltungsbereich um 15% fallen. Es muß daher der Zeitwertquotient um etwa 30% 
größer sein als das Verhältnis der Geschwindigkeiten zu Reaktionsbeginn. Für die 
» Jl. ehern. Soc. Bd. 57, S. 834 [1890]. ^ A. a. 0 ., S. 189. 
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Raffinasespallung durcli Oberhefeii erwies sich dagegen die Kinetik als annähernd 
monomolckular, und der früher z. B. für die Kopenhagener Brennereihefc gefundene 
Quotient 5,1 bis 5,5 stimmt mit dem jetzt ermittelten Verhältnis der Anfangsgoschwin- 
digkeiten 5,0 überein. 

Als Beispiel für eine starke Quotientenverschiebimg, die in einem geänderten 
Mengenverhältnis von vSaccharase und Raffina.se oder in einer Affinitätsveränderung 
ihren Grund haben muß, sei der mit Invertin der Rasse XII vom 26. II. 1921 be- 
stimmte Zeitwertquotient 12,3 dem mit einer Lieferung vom 3. \1. 1922 ermittelten 
Verhältnis der Anfangsgeschwindigkeiten 5,0 gegenübergcstellt. 

In Tab. 19 wird die Dissoziationskonstante der vSaccharase-Saccharose-Ver- 
bindung Ks mit der der Raffinasc-Raffinose-Verbindung Kn und mit dem Quotienten 
der Umsatzgeschwindigkeiten in (),i38n-Lösung verglichen. Für drei aus verschiedenen 
Brennereihefen gewonnene Autolysate und ein aus Unterhefe dargestelltes Invertin- 
präparat vom Zeitwert 0,37 und nur noch geringfügigem Gehalt an Melibiase enveist 
sich das Verhältnis der r)i.ssoziationskon.stanten, der Affinitätsquotieiit Kn'-K,s, weit 
innerhalb der Fehlergrenzen als annähernd konstant. Aus den in der 5. »Spalte mit- 
geteilten Zahlen ergibt [69] sich, daß die Affinität der Saccliarase zum Rohrzucker 
und die der Raffinasc zur Raffinose durch die natürlichen Begleiter des Invertins 
in fast gleicher Weise beeinflußt wird. Das wäre ja auch für den Fall zu erwarten, 
daß die Schwankungen der Zeitwertquotienten durch ein wechselndes Mengenver- 
hältnis zweier einander äußerst ähnlicher Carbohydrasen der Hefe zustande kommen. 


Tabelle 19. 

Vergleich von Geschwindigkeitsquotieiit und Affinität verschiedener Invertine. 
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In Abb. i8 ist die Dissoziationsrestkurve Sd, durch welche die Abhängigkeit 
der vSaccharasewirkung des dänischen Invertins vom log der reziproken Substrat- 
konzentration am besten dargcstellt werden kann, neben der für das Invertinpräparat e 

[70] aus Löwenbräuhefe ermittelten Sl gezeichnet. Der mehr als doppelt so großen 
Affinität der Oberhefensaccharase entspricht ein Abstand der Sj)- und .SVKurve 
von 0,37 Abszisseneinheiten. Fast den gleichen, nämlich 0,39, finden wir zwischen 
den zugehörigen Raffi nasekurven Rd und A’t, von denen nur der experimentell veri- 
fizierte Teil ausgezogen ist, während der weitere Verlauf der Dissoziationsrestkurven 
durch Striche angedeutet wird. Indem wir nun die Ordinaten der A-Kurven durch 
die in der 2. Spalte der Tab. 19 angeführten Quotienten zu den Ordinaten der 
5 -Kurven ins richtige Verhältnis setzen L finden wir: 

Wenn zwei invertine in bezug auf die Affinität zum Rohrzucker übereinstimmen, 
so ist nicht nur ihre Affinität zur Raffinose gleichfalls übereinstimmend, sondern 
es ist auch das Verhältnis der Umsatzgeschwindigkeiten bei beliebiger Zuckerkonzen- 
tration identisch. Nur bei verschiedener Affinität des Enzyms ist auch das Geschwindig- 
keitsverhältnis verschieden. Messen wir jedoch in diesem Falle das Geschwindigkeits- 
verhältnis nicht in o,i38n-Lösungcn des Di- und Trisaccharids, sondern z. B. bei 
solcher Konzentration, daß jeweils 50% der maximalen vSaccharasewirkung erreicht 
sind, .so erweist sich der auf die.se Art ermittelte Quotient (>3/ (6. vSpalte der Tab. 19; 
über seine Berechnung vgl. vonstehende Abhandlung, II. Kapitel, (22) vS, 16) unab- 
hängig vorn numerischen Betrag der einzelnen Affinitäten als konstant. 

Die mittlere vSpezifität des Ilefeiiinvertiiis für die Hydrolyse von Rohrzucker 
und Raffinose ist 16, seine Lei.stung.sfähigkeit beträgt etwa 2,0. Der in der letzten 
vS])alte der Tab. 19 für unendlich hohe vSubstratkonzentration extrapolierte Quo- 
tient der Hydrolysengeschwindigkeiten Qck, [vgl. vorstehende Abhandlung, Kapitel II, 
(15) und (17) sowie Kapitel III, vS. 25!.] be.sagt nämlich, daß in diesem für das Tri- 
saccharid denkbar gün.stigsten Fall mit der gleichen Invcrtinnienge für jedes gespaltene 
Raffinosemolekül in derselben Zeit der Umsatz von nur 2 Rohrzuckermolekülen er- 
zielt werden könnte. 

[71] Mit Bezug auf die in der I. Abhandlung, Kapitel III, angestelltcn Überlegungen 
fassen wir den Inhalt der Tab. 19 dahin zusammen, daß das molare Verhältnis 
von vSaccharase und Raffinase unabhängig vom wechselnden Betrag des Zeitwert- 
quotienten für jedes Invertin dasselbe ist. Es besteht daher kein Grund gegen 
die Annahme, daß das in den üblichen Hefen enthaltene Invertin 
sowohl den Rohrzucker als auch die Raffinose zu spalten vermag. 

4. Berechnung des Quotienten aus der Affinitätskonstante. 

Da vSaccharase- und Raffinasewirkung in einem gesetzmäßigen Zusammenhang 
stehen, ist es möglich, die Geschwindigkeit der Raffinosespaltung für jede beliebige, 
nicht mehr als 8- bis loproz. Lö.sung des Trisaccharids im voraus zu berechnen, wenn 

Vgl. Abb. I der voraiistelicnden Abhandlung. 
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die Abhängigkeit der vSaccharasewirkung des betreffenden Invertins von der Rolir- 
ziickerkonzentration bekannt ist. Setzen wir den Affinitätsquotienten des Hefe- 
invertins Kr.Ks 15,5, seine Leistungsfähigkeit für die Hydrolyse von vSaccharose 
und Raffinosc - 1,9, so finden wir für die in Tab. 20 angeführten Invertinlösungen 
und -Präparate aus den in der 2. Spalte mitgeteilten W erten von Ks nach der in der 
1. Abhandlung, Kapitel II. abgeleiteten Oleiehung (16) das \'erhältnis der Umsatz- 
geschwindigkeiten von Rohrzucker und Raffinosc in 0,138 n-Uösung , neben 
dem in der 4. Spalte der experimentell bei dieser Konzentration gefundene Quotient 
steht. Die Differenzen zwischen den beobachteten und berechneten Werten über- 
steigen nicht die rehlergrenzen der Quotientenbestimmung. Nur bei dem aus ameri- 
kanischer Brauereihefe isolierten Invertini)räparat g dürfte sich infolge des Uelialtes 
an Melibiase die Differenz vielleicht noch erhöhen. 

Wir sind daher berechtigt, umgekehrt die Konstanz des Quotienten 
Raffiuasezeitwert 
vSaccharasezeilwerl ’ 

die sich bei Vergleich zahlreicher Invertinprä])arate verschiedenen Reinheitsgrades ‘ 
und beim Vergleich der Hefe mit [72] den daraus gewonnenen Aulolysatem) ergab, 
in Ergänzung von Kapitel II, Abschnitt 3, als Beweis für die Unabhängigkeit der 
Invertinaffinitäten vom Reinheitsgrad zu betrachten. Aus dem gleichen Urundc 
deuten wir die an der Brennereihefera.sse XII beobachtete Quotientendifferenz (S. 68) 
als Affinitätsändening des In\'ertins. 


Tabelle 20. 

Berechnung de.s Quotienten aus der Rohrzuekeraffinität des Invertins. 


Invertin 

(vj?!. Kapitel 11 , Abschnitt 2) 

! A-.,. 

Qwr. 

CUf. 

Qwr. 

e aus Lüweiibräuhefe 

(>,029 

b .7 

6.7 

i 0,0 

d ,, 

0,040 

8,1 

.s.o 

-i 0,1 

t* ,, 

. 1 0,040 

8,1 

8.3 

0,2 

f ,, Brentiereiliefc Kopeiihageii 

• i 0.017 

5.2 

5.0 

) 0.2 

g ,, amerikanischer Brauereihefe 

. i 0,020 

54 

6. 1 

—-0,7 

h ,, Rasse H 

. ! ( ),() 1 6 

5.0 

4.8 


i Rasse XII 

0.016 

5.0 

5 -ö 

0,0 

5 - 

\'crsuch mit 

Kochs a f t. 




Durch Kochsäfte wird, wenn der Rohrzucker und sein ^-Ualaktosid durch dieselben 
wirksamen Gruppen des Invertins angegriffen werden, auch das Wrhältnis ihrer 
Hydrolysengeschwindigkeiten in dem Sinne geändert werden, wie es der im II. Kapitel, 
Abschnitt 6, beschriebenen Affinitätsverminderung des Enzyms gegenüber der Saccha- 
rose allein entspricht. Für den folgenden Versuch diente das Autolysat i der Rasse XII 
(Ks = 0,016) und das durch Erhitzen inaktivierte Autolysat a der Uöwenbräuhefe. 
Zur Hydrolyse der Raffinosc wurde 6,67 mal mehr wirksames Enzym und 5 mal mehr 
Kochsaft verwendet als zur Rohrzuckerinversion. 

’ Diese Zs. Bd. 115, vS. 180 [1921], und zwar S. 192. 

9 Fbenda, S. 194. 
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Die Drehungsabnahmen nach 10 Minuten verhalten sich wie 16:16,5. Daraus 
ergibt sich der Quotient 6,5 (ber. 6,7), während er ohne Kochsaft (vgl. Tab. 18) 
5,0 be-trug. 

[73] vSaccliarosespaltung: Raffino.scspaltung: 


/eit 

DrehnnK 

Drehtiiigs- 

abiiahmc 

Zeit 

Dreliiiiig 

Dreluings- 

abnahme 

(Min.) 

n 

(“) 

(Min.) 

n 

(4 

(),() 

[4.90] 


0,0 

L13.57] 

— 

2,0 

4-^7 

0,03 

2,0 

13.. 34 

0,03 

17.3 

' 4.Ö3 

0,27 

1 . 3 .« 

13.345 

0,225 

30,0 

1 4.4 J .S 

0,485 

24.8 

13.14 

0,43 


4 . '9 

0,71 

40.0 

12,90 

0,67 


IV. Zur Kinetik der Invertinwirkungen. 

Vor kurzem haben R. Wiixstätter, J. Graser und R. Kuhn über Versuche' 
berichtet, die mit Invertinpräparaten hohen Reinheitsgrades angestellt wurden, um 
den zeitlichen Verlauf der enzymatischen Rohrzuckerinversion kennenzulernen. Die 
widersprechenden Angaben der Literatur über die Kinetik der Invertinwirkung ließen 
sich nicht auf Verunreinigungen zurückführen. Die Divergenzen der Beobach- 
tungen an Ilefeauszügen wiederholten sich beim gereinigten Invertin. Dabei wurde 
beobachtet, ,,daß die Invertinkinetik, die nach D. Michaelis und H. Davidsoiin“ 
von der Wasserstoffzahl unabhängig sein soll, von dieser im Gegenteil stark beein- 
flußt wird.“ 

,,Es wird zu ])rüfcn sein, ob die Affinitäten des Invertins zum v^ubstrat und zu 
den vSpaltungsprodukten von der Wasserstoffionenkonzentration wesentlich beeinflußt 
werden. Da aber auch bei konstantem /)^j, nämlich bei optimalem, verschiedener 
Reaktionsverlauf vorkommt, so wird ferner zu untersuchen sein, was den Zustand 
des Invertins beeinflußt und ob der Fall vorkommt, daß die Summe der Affini- 
täten der Saccharase zu den beiden Spaltprodukten gleich der Affinität zur Saccha- 
ro.se ist.“ 

Im II. Kapitel, Abschnitt 4, wurde gezeigt, daß die Wirkung der H -Ionen auf 
das Invertin nicht auf eine Änderung der [74] Affinität des Enzyms oder des Rohr- 
zuckers zurückgeführt werden kann und daß allgemein die Beteiligung von IF-Ionen 
an einem Dissoziationsgleichgewicht des Invertins, der Saccharose oder der Rohr- 
zucker-Invertin-Verbindung nicht möglich scheint. Es wird sich bei der Untersuchung 
anderer Enzymreaktionen ergeben, ob beim Invertin-Saccharose-System zufällig zwei 
Gleichgewichte durch wechselnde h in solcher Weise verschoben werden, daß wir es 
weder an den Aktivität.s-[H*]-, noch an den Aktivitäts-[ 5 ]-Kurven bemerken können. 
Die Abhängigkeit der Invertinkinetik vom müßte demnach in der Affinität der 
reduzierenden Spaltprodukte zum Invertin ihren Grund haben, die in der Nähe des 

‘ Dic.se Zs. Bd. 123, S. i [1922], Kap. D, II, 2. 

^ Biochem. Zs. Bd, 35, vS. 386 [1911]. 
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Neutralpunktes doppelt so groß wäre, als bei der für die Zerfallsgescliwitidigkeit 
der vSaccharase-Saccharose- Verbindung optimalen //'. 

Die wechselnde Kinetik bei optimaler Wasserstoffzahl wird sich auf die Affini- 
tätsverschicdcnhciten des Invertins gegenüber dem Rohrzucker zurückführen lassen. 

Obwohl der in der IXT. IMitteilung über Invertin übei wiegend beobachtete Rcak- 
tionsverlauf durch die Oleichung von h. Miciiaklis und I\I. h. Mkntkn weit besser 
dargestcllt wird, als durch das vielfach geltend befundene Gesetz für eine nionoinolc- 
kulare Reaktion, ist doch überall ein leichtes Fallen der Konstanten zu bemerken. 
Am stärksten trat dies beim Präparat / ein (Tab. 13 der III. Mitteilung über Invertin), 
dem die geringste Affinität zum Rohrzucker zukommt. Mit Invertin der Rasse XII, 
das die höchste bisher gemessene vSaccharoseaffinität besitzt, findet man” dagegen 
die nach Micitaklis berechneten Konstanten ansteigend. Das ist nur möglich, wenn 
die natürlichen Begleiter des Invertins die Affinität zum Rohrzucker stärker ver- 
mindern, als zu den vS])altprodukten. Die auf vS. 59f. gegebene Krklärung für die 
Wirkung arteigener und artfremder [75] Kochsäfte läßt diese Krscheinung voraus- 
sehen. Bei Verringerung der Affinität wird das Wrhältnis zwischen den an die reak- 
tionsfähigen Gruppen gelangenden und den in I.ösung l)efindlichen Zuckerniolekülen 
für die Hexosen günstiger bleiben als für das Disaccharid. Da.sselbe gilt dann für das 
Verhältnis, in dem Saccharose und Raffinose an die aktiven Gru])pen gelangen. Die 
im 2. Abschnitt des III. Kapitels mitgeteilten Zahlen deuten in der Tat darauf hin, 
daß mit wachsendem Ks auch der Affinitätsquotient Kn’.Ks zunimmt. Diese Zu- 
nahme liegt jedoch innerhalb der Fehlergrenzen der direkten Ahr Bestimmung. Da 
ein und dasselbe Fhizym die Hydrolyse von Rohrzucker und Raffinose bewirkt, wird 
sich die Affinität des Invertins zum Trisaccharid jetzt auch auf indirektem Wege 
bestimmen lassen, z. B. aus der Verlangsamung der Rohrzucker- und Raifinosehydro- 
lyse durch das gemeinsame S])altprodukt Fructose. 

' Die Abhängigkeit der liivertinkinelik vom pu konnte jedoeh mir mit weitgehend gereinigten 
Fnzymlü.suiigen reproduziert werden. Mit llefeautoly.saten erhält man mitunter noch bei pu > 7 
an.st('igende Reaktionskoiistanten i. Ordnung. 

2 Die Versuche werden in einer späteren Mitteilung bekaimtgegebeii. 
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82. UBER SPEZIFITÄT DER ENZYME. 

Von Richard Willstätter und Richard Kuhn. 

Iir. Die Affinität der Enzyme zu stereoisomeren Zuckern*. 

Von Richard Kuhn. 

(Mitteilung aus dcni Clieinischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

(Der Redaktion zugegangeii am 26. Januar 


Als Hauptergebnis seiner Untersuchungen über Ferniente bezeichnete K. Fuschkr^ 
ihr differierendes Verhalten gegen vStoffe von äußerst ähnlicher Konfiguration. Das 
bekannteste und best untersuchte Beispiel lieferte die Kinwirkung von Hefeaiiszügen 
und von Knuilsin auf und /^-Glucoside. Es scheint aber bis heute noch kein Ver- 
such vorzuliegen, der es gestattet, solche Erscheinungen auf die verschiedene Affinität 
der Enzyme zu den diesen Olucosiden zugrunde liegenden stereoisomeren Formen 
der Zucker zurückzuführen. 

Für eine noch unbekannte Teilreaktion im zymatischen Abbau der Hexosen 
läßt sich aus dem von R. WibbSTÄrriCR und H. vSobotka’ gezogenen ,, Vergleich 
von A- und / 5 -Glucose in der Gärung“ schließen, daß die Reaktionsgeschwindigkeit 
[235] beider Formen ungleich ist. Im Gemisch wird nämlich die «-Glucose der /^-Form 
vorgezogeiu), obwohl jede für sich allein gleich schnell vergoren wird. Da sich auch 
die bemerkenswerten Versuche von H. J. HAMi3UR(iKR‘) über die Permeabilität der 

‘ I. und II. Abhandlung: K. Kühn, Diese Zs. Bd. 125, S. i und S. 28 | ny >2/.23 J {Ah/i. 80 und (Sr). 

* kg/. Abhandl. S3 und namentlich die späteren Unlersuchungcn von It. Kuhn und TL Münch, 
,,üt)er (iluco- und Fructosaccharase“ l und II, Zeitschr. /. physiol. Cheni. r^o, S. 220 f/925], und 
163, S. I [7926/27 J. 

^ Bedeutung der Stereochemie für die Physiologie, Diese Zs. Bd. 26, S. 60 [1898]; Unters, 
über Kohleh. und Fenn. vS. 116, und zwar vS. 133. 

5 Diese Zs. Bd. 123, vS. 164 [1922] {Abh.68). 

') Die nachträgliche Drehungszunahme einer teilweise vergorenen (ducoselösung hat schon 
C. S. Hudson, Jl. Am. Chem. vSoc. Bd. 31,8. 655 [1909], und zwar 8. 662, beschrieben. R. Wir,u- 
STÄTTER und R. Kuhn. 

b H. J. Hamburger und R. Brinkman, Biochem. Zs. Bd. 88, 8.97 [1918]; H. J. Ham- 
BTJRGKR, Koninkl. Akad. v. Wetensch. Amsterdam, Proc. Bd. XXH, Nr. 4, 8.351 und 8.360 
U019I; H. J. Hamburger und R. Brinkman, Biochem. Zs. Bd. 94, 8. 131 [1919]; H. J. Ham- 
burger, Biochem, Zs. Bd. 128, 8. 185 und 8. 207 [1921/22]; Klin. Wochensciir. Bd. i, 8. 418 [1922]. 
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Cdomerulusmembran der Frosclniiere, die z. B. d-(ialaktosc partiell zurückhält^ auf 
noch wenig geklärte, komplizierte Meclianisnien beziehen, möchte ich durch einige 
Disaccharid- und Glucosidhydrolyseii, die unter Zusatz von und 
/)’-Glucose ausgeführt wurden, die spezifischen Affinitäten der Knzyme beleuchten'»: 

Weder das Invertin der Münchener l,öwenbniuhefe, noch die salicin- und helicin- 
spaltenden Komponenten eines aus bitteren Mandeln gewonnenen Krnulsinpräparates 
weisen eine meßbare Affinität zur a-Glucosc auf'. Die in der fiteratur beschriebene 
Hemmung der Rohrzucker-, vSalicin- und Helicinspaltung durch Dextro.se ist daher 
ausschließlich der niedrig drehenden Modifikation des Traubenzuckers zuzuschreiben. 
Die [236] von verflüssigter Hefe bewirkte Malzzuckerhydrolyse fand ich dagegen durch 
beide vStereoisomere in annähernd gleicher Weise beeinflußt. 

Diese Versuche werden vSchlußfolgerungen auf den Wirkungsmechanismus der 
Knzyme erlauben. vSie zeigen zugleich, daß für biochemische und namentlich enzy- 
matische Untersuchungen bei Verwendung leicht isomerisierbarer Stoffe, wie muta- 
rotierender Zuckerarten, eine genaue Angabe über die Da nstellungs weise der Uösungen, 
den Zeitpunkt ihrer Wrwendung usw., unerläßlich i.st. Die Tvrkenntnis, daß z. B. 
eine ,,5proz. Glucoselösung“ ein Undefiniertes und veränderliches Gemisch zweier 
Stoffe von völlig verschiedenartigem Verhalten darstellen kann, macht nicht wenige 
Angaben der Knzyinliteratur wertlos und eine Reihe von Widersprüchen verständlich. 

I. Invertin. 

Als Ursache für den wechselnden Verlauf der enzymatischen Rohrzuckerhydro- 
lyse') wurde vor kurzenU) die verschiedene Affinität des Knzyms zu seinem Substrat 
wahrscheinlich gemacht. I'ür die theoretische Ableitung der Zeit-Umsatz-Kurven 
sollte nun auch die Affinität zu den Spaltprodukten mit Präparaten von verschiedener 
Rohrzuckeraffinität bestimmt werden. Da aber nach C. S. Hudson^) bei der Hydrolyse 
primär a-Glucose auftritt und sich diese im Verlaufe der Reaktion mit der /i-Modi- 
fikation ins Gleichgewicht setzt, während immer wieder hochdrehender Trauben- 
zucker aus dem Disaccharid entbunden wird, ist es notwendig, die Dissoziations- 
konstanten [vSacchfirasc] [«-Glucose] |vSaccliarase] [/^-GlucoseJ 

[Saccliarase-«-Gliicose] [vSaccharase-/?-Gluco.sc] 

einzeln zu kennen. 

^ Ob es sich um die «- oder mu die ^-I'oriii handelt, ist unbekannt. Gleichgewiehts-d- Glu- 
cose wird vollständig zurückgelialten, 1 -Gluco.se dagegen durchgelassen. 

'» Die unter Zusatz anderer «- und /^-Zucker ausgeführteii Versuche sowie die Beweise da- 
für, daß die Verlangsaniung der ReaktioiLSgesehwindigkeiten auf Affinität der Enzyme zu den 
Ilexosen beruht (Parallelverschiebung der Aktivitäts-/Js-Kurven). werden später mitgeteilt. 

5 Die Abhängigkeit der Invertinkinetik vom pn (R. Wiij.STÄTTKR, J. Graskr und 
R.Kuiin, Diese Zs. Bd. 123. vS. i und zwar S. 63 ff.) ist somit auf die Affinität des Enzyms 

zu den reduzierenden vSpaltprodukteii zurückgefülirt, die wegen der rascheren Mutarotation der 
«-Gluco.se in Nähe des Neutralpunktes etwa doppelt so groß erscheint als bei optimalem p^. Vgl. 
diese Zs. Bd. 125, S. 74 [1922/23]. 

Ü R. Wm^sTÄTTKR, J. Graser und R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, S. i [1922], und zwar vS. 63ff. 
{Abh. 48). 

Ü R. Kuhn, Die.se Zs. Bd. 125, S. 28 [1922/23], und zwar Kap. IV, vS. 73 f. 

Ü Jl. Am. Cheni. vSoc. Bd. 30, vS. iiöo und vS. 1564 [1908] und Bd. 31, S. 655 [1909]. 
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[237] Im Gegensatz zu den Angaben von V. Henris H. P. Barendrrciit^ und 
L. Michaetjs^ hatte E. P. Armstrong^ keinen Panfluß der Dextrose auf die In- 
versioiisgeschwindigkeit des Rohrzuckers durch Hefeinvertin beobachtet. Es zeigt 
sich nun, daß die Affinität des Enzyms zur /»-Glucose beträchtlich, zur «-Glucose 
dagegen unmeßbar gering ist\ Die in Tab. i angeführten Versuche lassen ver- 
muten, daß Armstrong im Gegensatz zu den anderen Beobachtern frisch gelösten 
Traubenzucker angewandt hat. Dies gilt auch für einen Versuch Barendrechts ^ 
der mit und ohne Zusatz der äquivalenten Glucosemenge in o,2n-Rohrzuckerlösung 
gleiche Anfangsgeschwindigkeiten beobachtete. Erst bei längerer Versuchsdauer 
blieb der Umsatz im Glucoseexperiment hinter dem des Kontrollversuches zurück. 

<v-Glueos(j: Tniubciizuckor MERCK, purks., wa.sserfrei, für Infusionen; daraus nach R. BKii- 
rknd7 

/f-Glucosc: pyridinfrei; [y'fil'" - 1 19,0“ in 2proz. Lösung (für die Zeit / o extrapoliert). 

Die llexosen wurden in 30° warinein Wasser gelöst, mit der vorgewärmlen Rohrzucker- 
Pliosphatlösung gemischt und 2 Minuten darauf 2 ccm vSaccharaselösung {b der II. Abh., Kap. II. 
Absclui. 28 ) zugCvSetzt’. In der letzten vSpalte der Tal)eUe sind die Mittelwerte der für eine 1110110- 


[238] Tabelle 1. Inversion bei 30,05 ■10,05''. Polarisation bei 19 . 


Nr. 

ZuL'kcr 

Zdl 

(.Min.) 

Drcliuiii; 

(") 

DivlnuiKS- 

abnahiiiv 

0 

1 Si)altmiK 

li ■ iid 

Mittel 

I . 

0, 1 n-Saccliarose 

1 0,0 

[ 3 />i 5 l 



i ■- 

— 




1 1,6 

3.555 

0.26 

I 5.5 





7 -c 

2,59 

C<h 55 

22,2 

'57 

158,5 



! 12, S 

1 .88 

1.735 

^ 39,5 

158 




: Fe 5 

1,45 

2,165 

i 35,9 

161 


2. 

0, 1 n-vSaccharose 

i 0,0 

I5.3G 


; — 

— 



1 0,1 1 n-^v -Gluco.se 

' 1 ,6 

5 . «3 

0.28 

5.9 




1 

1 

5 - 7 .S 

; 4.40 

o.()i5 

19,3 

1 93 

158.5 


1 

1 m ,55 

1 3 . 5 « 

> .74 

39,7 

158 




^ 19,3 

! 2,95 

: 2.37 

1 49,5 

154 


3 - 

0,1 n-vSaccliaro.se 

(),() 

' [ 5,291 

- 


— 



|- 0, 1 1 n-/?-Gluco.se 

2,0 

1 5.04 

0.25 

: 5.4 





1 11,0 

1 3.9« 

1 1.31 

28,2 

130 

137,5 



j 193^ 

1 3.20 

2,09 

45 .^> 

137 



1 

! 3 <^E 0 

; 2.345 

! 2,945 

; 93,5 

149 



' The.se, Paris 1903; C. R. Bd. 115, S. 916 [1902]. 

" Zs. physikal. Chem. Bd. 49, S. 456 [19(24]. 

^ L. Michaeeis und M. L. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, vS. 333 [1913]. 

^ Proc. Roy. Soc. Ivoiidon, Bd. 73, vS. 516 [1904]. mid zwar S. 520. 

5 Die Ansicht, daß die Einstellung der Hefe auf die Hydroly.se von a-Glucosideii eine ähn- 
liche Verwandtschaft ihrer Enzyme zu den entsprechenden Glucosen und damit z. B. die aus- 
wählende Gärung von Zuckergeniischen bedingen möge (R. WiEESTÄTTER und H. Sobotka, 
a. a. 0 ., und zwar vS. i66f.), bedarf somit der Eiaschränkung. 

6 Zit. nach R. 0 . Herzog in C. Oppenheimers ,,Die Fermente“, 4. Auf!., Bd. II, vS. 977 

[1913]- 

7 Liebigs Ann. der Chem. Bd. 353. S. io6f. [1907]. 

8 K,^ nach 5 Monaten ungeändert — 0,029; S.W. = 1,18, vS.W.rcd, 1.24; vgl. R. WiEL- 
STÄTTER und R. KuuN, Chem. Ber. Bd. 56, S. 509 [1922/23] {Abh. 6 ). 

9 Näheres über die Ausführung der Versuche: Diese Zs. Bd. 125, vS. 28 [1922/23], und zwar 
S. 36. 


Affinität der T^nzynie zu stcreoisoiiiereii Zuckern, 


1095 


Tabelle 2. Hydrolyse bei 30,05 ±0.05". Polarisation bei 


Nr. ZuckiT 1 

Zeit 1 

(.Min.) 1 

DnhnuK 

(' ) 

DreliutiKS- 

abtiahnu' 

(") 

SpaJtnii),' 

k . in« MilU-1 

f 

I. 0,072 n-Raffinose 1 

0,0 

l 7 .-\ 3 . 3 ] 

- 


- ; 

1 

b ,5 

7-‘’55 

(>.45 

0,805 

Vb8 

>83 173 


>7.3 

5 '^2 

I.O35 

48,5 

107 


26,5 

. 3 . ^'7 5 

2,18 

b 4.3 

170 

2. 0,072 n-Raffinose 

0,0 

18 , 00 ] 



i 

• I 0, 1 1 n-«-Glueose 

2,0 

8.O0 

0,30 

10, () 



7.3 . 

7 ,<iO 

1 ,oO 

31.4 

--’5 176 


17. '-^5 

7 • 3 5 

1 ,0 1 

47.7 

9>3 [ 


27,0 

7,00 

1,90 

58.0 

14t) ! 

5. j 0,072 n-Raffinose 

0,0 

U.025I 



! 

-h o,Tin-Gleichgewichl.s- i 

.i .5 

8,70 

0.225 

b ,7 

1 

! (Biieose ; 

■N 7 

8,18 

<^.745 

22.0 

125 j 120 

j : 

iO,i 

7 -75 

1.17.3 

34.« 

115 ' 


-4 .. 3 

7. -.3 

I.Ö75 

' 49.5 

12 J 1 


niülekulare Reaktion berechneten Konstanten, die ini J.aufe der [239] \’ersneliszeit von 15 bis 
30 Minuten beobachtet wurden, angeführt, ln Obereinstiinnuing mit dem Auftreten b/.w. \’er- 
sehwindeii der henimeiidt'n /^-Glucose fallen die Konstanten in Versuch Nr. 2 mit «-Glucose, 
während sie in Versuch Nr. 3 (mit /)'-Gluco.se) stärker ansteigeii als im Kontrollversiu'li Nr. 1. 

Die Beobachtung, daß frisch gelöster Traubenzucker für das Ausmaß des enzy- 
matischen Umsatzes ohne Belang ist, hat sich unter Änderung der Rolirzucker- und 
Glucosekoiizentration und bei Anwendung einer vSaccharaselösung von geringerem 
Reinheitsgrade (vS.W. ^ 0,42) bestätigt. 

Wenn die hemmende Wirkung der /)'-Hexose durch Konkurrenz mit dem Dl- 
saccharid um das Invertin zu erklären ist, dann muß die Hydrolyse eines anderen vSub- 
strates, die gleichfalls durch Invertin erfolgt, durch /i-Glucose im selben Sinne be- 
einflußt w'crden. Dies trifft nach Tab. 2 für die Hydrolyse der Raffinose zu. Kin 
Einfluß von ^-(ducose ist auch hier nicht zu erkennend 


2. Maltase. 

Über den Einfluß des Spaltproduktes auf die Wirksamkeit der Hefemaltase 
liegen Angaben von E. E. Armstrong* und von Herzog und Kasarnowski^ vor. 
ÜbcreinstimmeiKD wurde eine bedeutende Verlangsamung der Hydrolysengeschwindig- 
keit beobachtet. Nach Tab. 3 scheint die / 1 -Glucose an diesem Effekte nur wenig 
stärker beteiligt zu sein als die «-Eoriu. Doch ist die raschere Mutarotation bei der 
für die Maltase Wirkung optimalen Acidität zu berücksichtigen. 

^ Über die Ausführung der Versuche, zu denen ein Iiivertinpräparat vom S.W. - 1,05 an- 
gewandt wurde, vgl. Die.se Zs. Bd. 125, S. 28 [1922/23]. und zwar S. bo. 

' Proc. Roy. Soc. IvOiidon Bd. 7.3- b. 516 [1904I. und zwar S. 520. 

^ R. O. Herzog und II. Kasarnowski in C. Oppenlieüner ,,Die Fermente“, 4. Aufl., Bd. II, 
8. 988 [1913]. 

^ Die Angabe in C. Oppenheimers ,,Die Fermente und ihre Wirkungen“, 4 - Aufl. Bd. II 
S. 988 [1913], die sich auch in H. V. KueKRS „Chemie der Enzyme“, H. Teil. 1. Abschn auf 
S. i56f. findet, daß nämlich Armstrong keine Hemmung durch Dextrose beobachtet habe, 
dürfte auf einem Versehen beruhen. 
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22 g frische Hefe der Müncliener Löweiibrauerei {21. XII. 1922) wurden nach dem Verfaliren 
von R. WiivivSTÄTTKR und W. vStkibei.t 5 [240] mit 2 ccm Rssigester verflüssigt. Zum Neutralisieren 
der mit 40 ccm Wasser verdünnten Saspension genügten 2,3 ccm ipro/,. Ämmoniak. Sie wurde 
im Meflljolben auf kx) ccm gebracht, ohne in weiteren 4 vStundeii Säure nachzuliefern. Zu den 
folgenden Versuchen wurden je 20 ccm angewandt, die die phosphathaltige Zuckermischung 
(5 ccm m/rPhosphat entsprechend pn 6,8) auf icX) ccm ergänzten. Zur Be.stimmung des 
Drelmngsvermögens wurden je 20 ccm in 5 ccm 2 n-Sodalüsung eingetragen und unter Zusatz 
von spanischer Klärerde von der Hefe abfiltriert. 


Tabelle 3. Hydrolyse bei 30,00^:0.05". Polarisation bei 19". 


Nr. Zucker 

Zeit 

(Min.) 

Drchmij: 

(") 

l)rehuii>:s- 

abnuhtne 

(“) 

Spaltung 

j h • 100* 

Mittel 


0, 1 39n-]\Ialtose 

0,0 

L9.H7] 

__ 


... 




2,2 

9.70 

0.17 

3 .« 

-- 




I 1 ,0 

9 A 1 

0,76 

13.4 

.S 7.5 

53-5 



21,0 

8,60 

1,27 

22,4 

53 




29.5 

8.25 

1 ,62 

28,6 

49.5 


2 . 

0,1 39n-iMalto.se 

0,0 



— 

— 



! jo.iiii-A -Glucose*) 

2,0 

12,025 

0,00 

— 

— 



10,3 

1 1 ,65 

0.465 

8,2 

37 

32 



2 1 .6 

• E 335 

0.78 

13,« 

3 f^ 




30,1 

1 1,10 

1,01 5 

17,0 

28,5 


3 - 

0,1 5() n-Malto.se 

(.),0 

[12.10] 

— 





-j- 0.1 1 n-^-Gluco.se 

2,2 

12.00 

0,10 

__ 

— 




10,8 

1 1 .65 

0.45 

7,9 

34 j 

30,5 



20,4 

11,31 

0,76 

13,4 

31 E 5 




3 -V 3 

11,10 

1 ,00 

17,5 

26 



3. EmuLsiii. 

Nach E. E. Armstrong^) bewirkt Cilucose eine beträchtliche Verzögerung der 
Eniulsinwirkung auf /i-Glucoside. V. Henri ’) hat den Einfluß der Reaktionsprodukte 
auf die [241] Hydroly.se des Salicins näher untersucht. Nach dem Ergebnis der in 
Tab. 4 mitgeteilten Versuche ist hochdrehender Traubenzucker nicht imstande, 
die Umsatzgeschwindigkeit des Salicins und Helicins zu becinflus.sen. Das betreffende 
Enzym [242] des Phmil.sins, die j^-Phenylglucosidasc‘], besitzt also nur zu derjenigen 
Form der Glucose eine meßbare Affinität, auf deren Derviate sich auch die hydroly- 
tische Wirksamkeit beschränkt. 

Für die Ver.suche mit vSalicin dienten je 12,5 mg, für die mit Helicin je 5 mg Imiulsin Merck*] 
in 50 ccm Zucker-(ducosid-Mischung. Puffer: «/^„-Acetat. «- und ^-Glucose wurden 2 Minuten 
vor Zusatz des Enzyms in Wasser von 30® gelöst. Unter den gewählten Vensuchsbedingungeii 
entspricht der vollständigen vSpaltung des Salicins eine Drehungszunahme von 0,876°, der des 


5 Die.se Zs. Bd. iii, S. 157 [1920], und zwar S. 168 (Abh. 62). 

') H. P. Barendrkcht gibt in der Zs. f. physikal. Chem. Bd. 49, vS. 456 I1904], und zwar 
S. 476, an. daß die Maltasewirkung durch «- und /^-Glucose (worunter er die Gleichgewichtsform 
versteht) im selben Maße verzögert wird. Es finden sich aber keine Zahlenangaben. 

9 Proc. Roy. vSoc. Eondon, Bd. 73, 8. 516 [1904], und zwar 8. 520. 

Tvois generales de l’action des diastases, Paris 1903. 

*] R. WiijySTÄ'rTKR und G. Oppenheimer, Diese Zs. Bd. 121, 8. 183 [1922], und zwar 8. 185; 
H. V. Eueer hat für die.ses Paizym den Namen 8alica.se vorgeschlagen, Ch. d. Enzyme, 2. Aufl., 
II. Teil, I. AEschn., 8. 222 [1922]. 

*] Präparat Nr. 9 der Abhandlung von R. WieestäTTER und G. Oppenheimer. 




Affinität der IJnzyinc zu stercoisoiiicrcn Zuckern. 


Tabelle 4. Hydrolyse bei 30,05 ± 0,05 Polarisation bei 19®. 


Nr. 

Glucosid + ZucktT 

/.eil 

(Min.) 

Dri-huii).; i 

(■-■) j 

I)nliiiii;;s 

/iiiiahiiie 

6 ) 

1 SiMlluii« i 

k • lo* 

Mil 10 

I. ' 

0,025 n-Salicin 

0,0 

[— O.58I 








“•3 

~ 0,572 

0,01 






11,7 

-».53 

0,05 

5.7 ^ 

22,2 

22,8 



244 

- 0,48 

0, 10 

1 1,4 

21,7 




33-5 

0,43 

0,15 

i/M 

24.5 


2. 

o,o2 5n-vSalicin 

0,0 

1. 1 0,031 






4- 0,05 5 n-« -Glucose 

2,0 

A 0.04 

0,01 






12,3 

) 0,083 

0,053 

6,1 

22,8 

22,8 



21.7 

i 0,123 

0.093 

10,6 

22,8 




353^ 

A 0,1/ 5 

0.145 

16.5 

2 2,6 


3 - ' 

0,025 n-Saliciii 

0,0 

1 I 0,028] 

— 





+ 0,05 5 n-/if-Gluco.se 

2.6 

A 0,038 

0,01 

■— 





11, s 

1- 0,070 

0,042 

4,8 

18,7 

18,0 



22,0 

A 0,098 

o,(.)7o 

8,0 

16,8 




30,7 

t- 0,135 

0, 107 

1 2.2 

18,6 


A - 

0,025 n-IIelicin i 

0,0 

[ - 0,038 1 







2.5 

- 0,601 

0.037 






9,8 

- - 0,400 

0.148 

15.8 

77 

74 



15.3 

■0,413 

0,22t; 

23.0 

78,5 




; 23,2 

- 0,360 

0.278 

20,8 

66,5 


5. 

0,025 n-Helicin 

1 0,0 

f A 0,053] 

— 





+ 0,05 511-« -Glucose 

i 1.8 

A 0,07 5 

(.),022 







; 0,1 80 

0,127 

> 3.0 

78 

73 



> 4.0 

1 ■ o,26q 

0,212 

22.7 

75,5 




j 21,7 

1 0,310 

0,257 

27.5 

b 4,5 


b. 

0,025 ii'Heliciii 

1 0,0 

( 1 0,061 1 






|- 0,05 5 n-/i?-Glucose 

2,0 

; 0,«.)90 

0,029 







1 0,173 

0, 1 1 2 

12,0 

(>() 

59 



15,5 

-1 0,230 

0,169 

18,1 

5b, 5 




22,3 

|- 0 , 2()0 

0.229 

24.5 

55 



Helicins eine solche von 0,935®. Nach den in der Tabelle angeführten Zeiten wurden nämlich 
Proben von 10 ('cni in 6 ccm iproz. Sublimatlösung eingetragen und von der entstandenen Pällung 
abfiltriert. Die polarimetrischen Ablesungen erfolgten nach 3 vStundeii im 2-dm-Rolir. 
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83. UBER DIE EINHEITLICHE NATUR DER (i-GLUCOSIDASE 
DES EMULSINS. 

Von Richard Willstätter, Richard Kuhn nnd Harry Sobotka. 

Vierte’ Mitteilung über .Spezifität der Enzyme. 

Von Richard Willstätter und Richard Kuhn. 

(Mitteilung aus dein Chemischen Laboratorium der bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in Münclieii.) 

Mit 2 Abbildungen im 'i'ext. 

Der Redaktion zugegangeii am 23. April 1923. 

Die erste Untersuchung von R. Willstätter und W. Csanyi, ,,Zur Kenntnis 
des Emulsins" L hat zu dem Ergebnis geführt, daß es sich bei der Hydrolyse von Amyg- 
dalin, Prunasin, /LMetliylglucosid, von Lactose und von Raffinose um Wirkungen 
von Enzymen handelt, die ,, voneinander unabhängig und in veränderlichen Ä'cr- 
liältnissen gemengt auftreten". In einer zweiten Mitteilung haben R. WiiLSTÄTTER 
und 0 . Oppenheimer^ die (piantitative Analyse der Emulsinwirkungeii auf Helicin, 
vSalicin, />’-Phcnylglucosid, Arbutin und /LMetliylglucosid ausgedehnt. Die einzige 
Regelmäßigkeit, durch die sich die Beschreibung des Phizymgemisches vereinfachte, 
war die Konstanz der auf Helicin bezogenen Zeitwertquotienten für .‘^alicin und 
/UPhenylglucosid. 

Bemerkenswert erschien die Verschiedenheit der Fermente, welche di(‘ Natur 
zum Abbau der aromatischen und [34] des aliphatischen Glucosids ausbildet. Immer- 
hin versprach diese Vorstellung eine einfachere Beschreibung der Tatsachen als die 
Annahme, daß das Jynulsin von Pflanze zu Pflanze und von Präparat zu Präparat 
verschieden sei. Das in den meisten Fällen nur in den Grenzen von 300 bis 600 schwan- 
kende Verhältnis 

Zeitwert für /LMethylgliicosid : Zeitwert für Helicin 

‘ HI. Mitteilung: R. Kühn, Diese Zs. Bd. 127, S. 234 [1923]. 

* Diese Zs. Bd. 117, S. 172 [1921] {Ahh.77). 

3 Die.se Zs. Bd. 121, >S, 183 [1922] {Abh.yS). 
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erreichte bei einem aus Zwetschgen kernen * isolierten Präparat den Wert 2930, Bei 
Pnmasin und Arbutin überschritten dagegen die Scliwankungen das Verhältnis i:i,8 
bzw. 1:3 nicht. . 

Den Schlußfolgerungen, die aus den Zeitwertniessungen der angeführten Arbeiten 
gezogen wurden, liegt die Annahme zugrunde, daß die für verschiedene Mengen einer 
bestimmten Puiz^unlösung geltende Beziehung 

Kiizyniineiigc 

Kiizyiiiwert ^ (^) 

nicht nur unabhängig von der Herkunft und dem Reinheitsgrade des angewandten 
Ferments überhaupt zutrifft, sondern, daß auch der nunierisehe Wert von c derselbe 
ist bei verschiedenen pflanzlichen Ausgangsstoffen, bei Präparaten von ungleichem 
Reinheitsgrade und ungleichem Alter^ Die Berechtigung dieser Annahme läßt sich 
heute nur dadurch prüfen, daß man die Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten 
von den wichtigsten Faktoren in jedem Falle ermittelt und mit einander vergleicht. 
Dieser Vergleich ist für das Rohrzucker s])altende Enzym der Hefe in der II. Mitteilung 
,,I]ber vSpezifität der Enzyme" gezogen worden h Er hat zur Erkenntnis geführt, 
daß die wechselnde Abliängigkeit der Reaklionsge.schwindigkeiteii von der Kon- 
zentration des [35] vSubstrates, die wechselnde Affinität des Invertins zum Rohr- 
zucker, der Hauptgrund für die Nichtgiltigkeit der Gleichung (i) ist. Unter den 
Bedingungen der Zeitwertmessung sind wechselnde Bruchteile der vorhandenen 
hermentmengen an das vSubstrat gebunden und katalytisch wirksam. Der wirksame 
Anteil des Enzyms ist aber abhängig von der Natur der Substrate, zu denen der Kata- 
lysator weit differierende Affinitäten besitzen kann. Dadurch ist es bedingt, daß 
eine prozentisch gleiche Änderung zweier Affinitäten, wie sie etwa durch einen das 
Pyiizym bindenden Stoff verursacht wird, die vSpaltung.sge.se hwindigkeit der beiden 
entsprechenden Stoffe in ungleichem Maße beeinfhi.ssen kann. J)ie Schwankungen 
des Saccharase-Raffiiiase-Quotienten haben in der um mehr als eine Zehner])otenz 
verschiedenen Affinität des Invertins zu Saccharose und Raffino.se und in seiner von 
Hefe zu Hefe wechselnden Affinität zu den einzelnen Substraten ihre Erklärung 
gefunden. 

Die Übereinstimmung der in Tab. 5 von R. Willstättjcr und (h Oppen- 
HFjMKR^) zusammengestellten Zeitwertquotienten für Hehcin, Salicin und /UPhenyl- 
glucosid und ihre unverkennbare Parallelität für Mandelnitril- und /i-Meth)'l-glucosid 
ließ es möglich erscheinen, daß ein Enzym zur Spaltung die.ser Stoffe befähigt .sei, 
wenn seine Affinität zu den aromatischen Abköninilingeii des Traubenzuckers größer 

' Prä|). c der vorliegenden Mitteilung. 

' Ausführlicher i.st die Beziehung der Zeitwerte zu den lüizyninieiigen erörtert in der I. IMit- 
teilung die.ser Untcr.suchung.sreihe ,,Zur Theorie der Zeitvvertcjuotienten“ von R. KuilN, Die*se 
^•s. Bd. 125, S. I [1922/23]; .siehe auch R. Kuiix ..ttjer die .spezifische Natur und den Wirkungs- 
niechanisinus kohlehydrat- und glykosidspaltendcr Enzyinc", Die Naturwis.sensehaften 1923 
{Abh. 7). 

^ Diese Zs. Bd. 125, S. 28 [1022/23]. 

‘) A, a. 0 ., und zwar vS. 194. 
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ist als die zuin iiichtaromatischen Derivat des Beiizaldehydcyanhydrins und letztere 
wiederum jene zum Derivate des Methylalkohols übertrifft. 

Dkvie Vermutung wird in der vorliegenden Untersuehung durch das Verhalten 
verschiedener Kniulsinpräparate zu vSaliciii, ^-Phenylglucosid, Helicin und /^-Methyl- 
glucosid in vollem Maße bestätigt gefunden. 

Kntsprechend den von R. Wii^ivSTÄTTKR und R. Kuhn* vorgeschlagenen Maß- 
einheiten für Knzyme sollen Konzentration und Ausbeute in den aus den Samen 
der Pmnaceen und Pomaceen gewonnenen Knzynipräparaten ausgedrückt werden 

[36] durch das mit 1000 multiplizierte Reziproke der bisher geltenden Zeitwerte. 
Bei Messung der durch die Hydrolyse von Salicin gekennzeichneten ,,Hauptwirkung“i) 
ist z. B. jene Enzymmenge als 

/i-Dlucosidaseeinheit (/)-Gl.E.) zu betrachten, die bei 30° und optimalem />„ 
(4,4) in einer Minute 20 ccm o,02n')-Salicinlüsung zu 50% spaltet. 

Der /^-Glucosidasew^t (/^-Gl.W.) ist die in i g Trockenpräparat enthaltene An- 
zahl von Glucosidaseeinheiten. 

Es beträgt z. B. der //-Gl.W. einer ini folgenden analysierten Probe von bitteren 
Mandeln 0,141, derjenige eines nach dem Verfahren von R. \V'iij,STÄTTER und 
W. CvSANYi aus süßen Mandeln gewonnenen Präparates (Zeitwert 25 Minuten für 
Amygdalin) 2,59. Dieses gibt, verglichen mit einem von E. Merck bezogenen Emulsin, 
die größten Ausschläge für den Quotienten Salicin: Methylglucosid, der im ersten 
Fall 129, im anderen 56 beträgt. In Übereinstimmung damit finden wir unter der 
von E. Michaelis und M.L. Menten^) gemachten Annahme, daß die durch gleiche 
Enzynimeiigen in Eösungen von wechselnder Substratkonzentration beobachteten 
Umsätze den Dissoziationsresten der Enzym-Glucosid- Verbindungen entsprechen, als 
Dissoziationskonstanten der Glucosidase-Salicin- und der Glucosidase-Methylglucosid- 
Verbindungen 

für da.s Präp. aas süßen Mandeln: — 0,041 = 1,1 Qo.o: ^ 129, 

für lünnlsin „Merck“: /\'^ = o.o.yi; /Uwr = öo,o2 ^ • 

In allen anderen untersuchten Fällen sind die Schwankungen der Zeitwertquo- 
tienten von entsprechenden Schwankungen der scheinbaren Dissoziationskonstanten 
begleitet und diese Beziehung ist auch erfüllt, wenn man die Hydrolyse des Salicins 
mit der des ^-Phenylglucosids vergleicht. Die Ausschläge der Zeitwertquotienten 
lassen sich also durch die Divergenz der Affinitäten quantitativ verstehen. Diese 

[37] Divergenzen dürften nicht auf eine von Emulsin zu Emulsin verschiedene Struktur 
der aktiven Gruppen zurückzuführen sein. Das ähnliche Verhältnis, in dem bei jedem 
Enzymmaterial die Einzelaffinitätcn zueinander stehen, spricht dafür, daß nur ihre 
Reaktionsfähigkeit variiert. Sei cs, daß von verschiedenen Pflanzen verschiedene 

^ Chcni. Ber. Bd. 56, S. 509 [1922/23] {Ahh. 6 ). 

9 Diese Zs. Bd. 125, S. i, und zwar S. 17 [1922/23]. 

9 An Stelle der von R. WilLvSTÄTTEr und W. Csänyi a. a. 0 . angegebenen Normalität 
0,0196, welche einer iproz. Aniygdalmlö.sung entsprach. 

9 Biochein. Zs. Bd. 49, vS. 333 [1913]. 
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kolloide Träger für die spezifisch wirksame Gruppe ausgebildet werden, sei cs, daß 
Assoziationen am kolloiden Träger für die Reaktionsfähigkeit von Bedeutung sind, 
ein und dasselbe Glucosidaseteilchcn vermag sowohl die Spaltung der aliphfttischen 
wie der aromatischen Derivate der />-Glueose zu katalysieren. 

Experimenteller Teil. 

I. Ausführung und Berechnung der Versuche. 

Die Spaltungsgcschwindigkeit der //-Glucoside des Salic}'lalkohols, des Salicyb 
dehyds, des Phenols und des Methylalkohols wurde polarimetrisch verfolgt. Weil 
die in der Bcstimmungslösung suspendierten Enzympräparate nach Zusatz von 
Sodalösung schwer filtrierbare Trübungen verursachten , wurde die Knzyni- 
wirkung durch Einträgen der bei der \ ersuchstem])eratur von 30“ abgemesscntMi 
Proben in Subliinatlösung imterbrocheiD. Bei den angewandten Enzyinkoiizentra- 
tionen genügte ein Sublimatgehalt von 0,4% des Gesamtvolumens zur sofortigen 
und vollständigen Inaktivierung. Das Drehungsvermögen der von den Subliniat- 
fällungen abfiltrierten Lösungen wurde nach beendeter Mntarotation der /^-(ducose, 
frühestens 3 Stunden nach Sistierung der Hydroh'se, im Mittel von ö Ablesungen 
mit einer Genauigkeit von io, 005 bis io,()i‘’ im 2 dm- oder 4dni-Rolir bestimmt. 
Die Zahlen der Tab. 3ff. bezeichnen das Drehungsvermögen, das nach Berück- 
sichtigung der optischen Aktivität der jeweils verwendeten l'erinentmcngen vor dem 
Verdünnen mit der Quecksilberlösung bei / -= 4 dm' zur Beobachtung gelangt wäre. 
Der Berechnung der in den [38] Bestimmungslösungen herrschenden Konzentration 
der Substrate legten wir die für Versuchsbeginn extrapolierten Drehungen zugrunde. 

Nur bei Saliciii und /i-Metliylgluco.sid wurde die au.s der läteratur bekannte Abhängigkeit 
der [a]n-Werte von der Konzentration bcrück.siclitigt. 

Salicin: \a\, — (Ö 5 d 7 “ P ' 

Helicin: DJp -60,43" (für 1.4"«)*). 

j 5 -Phenylglucü.sid: |a]i> (für /> - 2 bis j.5 %)h. 

/^-Methvlglueosid: Din -32.25 (für f ' i"'). 

Dli) - 3 b''^ 5 " (für p ~ .S%)h- 

Vom Ferment waren in 20 ccm Reaktionsgemisch enthalten: 

bei der Hydroly.se von Salicin 10 mg 

Helicin - , , 

riicnylglncasid .|0 ,, 

Metliylglucosid 100 ,, 

Dadurch w'urde erreicht, daß bei den verschiedenen Substraten gleiche Umsätze 
in Zeiten erzielt wurden, die sich durchschnittlich wie 1:1:3:10 verhielten. Der für 
die einzelnen Substrate differierende zeitliche Verlauf des Umsatzes machte es er- 

‘ Nach R, Kuhn, Clicni. Bcr. Bd. 56. S. 857, und zwar 8.8591 ti 023 ]- 

^ Im Falle der Metliylgluco-sidspaltungeii bei l adin. 

4 O. IIESSK, Liebigs Ann. der Cliein. Bd. 176. vS. 89. und zwar S. 116 [1874/75]. 

h R. Wkgschkider in F. Tiemann, Cliem. Ber. Bd. 18. S. 1595. ^^'var S. 1600 [1885]. 

h F. Bischer und l. v, Meciuce. Cheni. Ber. Bd. 49. b- [1916]. 

b W. A. VAN KkENSTI-in, Rec. trav. chini. Pays-Bas Bd. 13. vS. 183, und zwar vS. 185 fi 894 l. 
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forderlich, die für eine Reaktion erster Ordnung berechneten Reaktionskonstanten 
für Versuch sbeginn zu extrapolieren. Diese Zahlen, mit der Normalität der Glucosid- 
lösuiigefi multipliziert, wurden mit D. Michaelis und M. k. i\lENTKN als Dissoziations- 
reste der Glucosidase-Olucosid-Verbindungen gedeutet. Ks zeigte sich dabei, daß 
aus experimentellen Gründen durchwegs nur k- his “/j der bei dissoziationsfreier 
Bindung des Enzyms zu erwartenden Reaktionsgeschwindigkeiten erreicht werden 
können. ])er weiteren Verfolgung der /) 5 -Kurven wird nämlich in diesem Gebiete 
bei Salicin, Helicin und [39] /kPhenylglucosid durch die beschränkte küslichkeit, 
beim /^-Methylglucosid durch die Viscosität der 20- und mehr{)rozentigen kösungen 
Halt geboten. Wie für vSaccharase und Raffinase wird ans diesem Grunde die schein- 
bare Dissoziationskonstante rechnerisch ermittelt und zwar durch Probieren, welcher 
Parameter die Neigung der Kurve am be.sten widergibt. Die in den konzentriertesten 
l/)sungen beobachteten Abweichungen, die durchwegs zu geringe Dissoziationsreste 
ergaben, blieben dabei unberücksichtigt. Der mögliche l'ehler eines aus 5 bis 6 Ver- 
suchen berechneten Parameters ergibt sich zu während der wahrscheinliche 

l'ehler der AVWerte 5 bis 10% beträgt. 

TalK'llc I. 


/^-Glucüsidascwcrlc einiger Pninaceeiis.'inien und Kinulsinpräparate. 

1 lydrolysen bei ^o'^nnd optimalem /?|, ; o.oin-Glucosidlösnngeii ; Mittelwerte aus je 4 Hestimiiiungen. 


l‘.nz\ in 

lldicin ! 

(/’ii s.a) 1 

C.lurosid 

S.ilii'in 

</’H -l.-l) * 

isfwcrt für 

/»-IMicnOgliu'osid 

il'n '■ .so) 

/f.Mctliylglucosiil 
(/’II 4.4) 

(1 bittere ^Mandeln 

1,0.1 

o,i.|i : 

0,01 I ; 

0,00147 

b Bmnlsiii ,, Merck" 

-'0,1 

o, 5 .U’ ■ 

0,05 5f) 

0,0094 

c Aprikosenkerne 

0.3 ib 

0.0^) 1 


0,00061 

d Präp. aus süßen iMaiideln .... 


2.50 


0,0201 

c Pflaumenkerue (1021) 

0.O47 

0.1 30 


: 0,00120- 

/ (jq22) 




0.001 5() 

Kirschenkerne 

1 ,07 



i 0,0025 s 


2. Das untersuchte Enzym material. 

I'ür den \'crgleich der Affinitäten und der Geschwindigkeitsquotienten dienten: 
a) ein aus bitteren Mandeln (Prunus Amygdalus var. am.) gewonnenes, ent- 
öltes Pulver, Nr. 2 der Tab. 4 und 5 von R. WiLLSTÄTTKR und G. Oppenheimer. 
14 Monate alt, 0,141 für Salicin; 

[40] b) Emulsin ,, Merck“, Nr. q der angeführten Tabellen, /kGl.W. 0,532; 

c) ein aus Aprikosenkernen (Prunus armeniaca; 1922) dargestelltes, in üblicher 
Wei.se von Öl befreites Produkt, //-Gl.W. = 0,063; 

d) das von Willstätter und Oppenheimer aus süßen Mandeln isolierte Präparat 
Nr. 8, ß-CA.\Y. -- 2,59; 

e) und f) zwei aus Pflaumen der P)rnten 1921* bzw. 1922 gewonnene Emulsin- 
präparate, sowie 

^ Präp. Nr. 4 der zweiten Mitteilung über Kimilsin. 
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g) ein aus den vSanien von Prunus avium (1922) isoliertes glucosidasereichcs 
Rohprodukt. 

Tabelle 2. Quotienten der (llucosidasewerte. • 


a Bittere Mandeln 7.4 

h Lunulsiii ,, Merck“ , 

c Aprikosenkerne 5.5 

d Präp. Nr. 8 

e Pflaunieiikerne (1921) |.^ 

/ ,, (1922) ?/> I i 

^ Kirschenkerne 

Wie aus Tab. 2 zu ersehen ist, ergeben sich die größten Ausschli 
Ouotienten bei den Präparaten a bis d. Die Präparate e bis g stimmen mit 
stehenden so weitgehend überein, daß sie zur folgenden Betrachtung der 
Verhältnisse nicht herangezogen wurden. 


ige für die 
den voran- 
Affinitäts- 


3. Die Affinitäten der /DDlucosidase. 

In den folgenden Tabellen .sind die bei wechselnder Substratkonzentration durch 
gleiche Enzymmengen bewirkten Drehungszunahmen verzeichnet. Die erste S])alte 
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R. WlIyLSTÄTTKR, R. KlTHN und H. SOBOTKA: 


Tabelle 4. Wirkung von Emulsin ,, Merck“ h auf Saliciii. 
Ks„i =- 0 , 035 . 


[Sfl/I . 

-loK [^Sa/] j 

Zeit 

Drehung 

Drcliungs- 

zunahmc 

k • 10* 

100 (> 

,1 

(loü) 

(.Min.) 

n 

1^') 

fc • 10* • [Äai] 

i>er. 

gef. 


0,0975 

1,01 i 

ü 

— 7.07 

— 

1230 

73.6 

(58,2) 

(— 15.4) 

(10,75^’) 


50 

— 5.695 

1..575 







100 

' 4,35 

2,72 

120 






170 

— 3 >07 

4,(X) 







367 

.1. 0,00 

7.07 





0,049 

J.3I 

0 

• - 3.615 


2460 

58.3 

58,4 

4- 0,1 

(5.47°) 


50 

- - 2,24 

1.375 







lüO 

- 1,28 

2.335 

120,5 






170 

---0,385 

3.23 






, 

367 

4- 0,895 

1.52 





0,0324 

1.49 ; 

0 

- - 3,40 


3040 

48,1 

47.8 

— 0,3 

(3.025°) 


50.5 

-1.345 

0055 







1 ( X ) 

1 —0.545 

1.855 

98,5 






170 

: ' 0,16 

i 2,56 






. 

368 

i 1 0.805 

3.295 





0,0216 

1,67 : 

0 

1,605 


3600 

38,2 

37,6 

— 0,6 

(2,42°) 


84.5 

' 0,385 

' 1.22 







184,5 

4- 0,285 

1,89 

00 






387.5 

! 0,015 

2.22 





0,0135 

1.87 : 

0 > 

1,01 

__ 

4350 

27,8 

28.4 

4' 0,6 

(1,52°) 


81 

' 0,175 

0.845 







185 

4 0.21 

1,22 

tn 

00 






389 

|- 0,33 

1.34 





0,009 s 

2,02 

0 

i 0.705 

— 

4650 

21,3 

21,4 

4- 0,1 

(1,065°) 


80,5 

! 0,09 

0,615 







1 86 

! -[- 0, 1 1 

0,815 

44,2 






390 

4 0,22 

0.925 






gibt die Normalität der Gliicosidlösungen sowie die daraus für looproz. vSpaltung 
errechneten Drehuiigszuiiahmen an. Aus der zweiten [44] vSpalte sind die negativ 
genommenen Briggschen Eogaritlimen der Substratkonzentration zu entnehmen. Die 
Reaktionskonstanten der sech.sten Kolumne sind Mittelwerte der aus den einzelnen 
Beobachtungsdaten gewonnenen Zahlen. Es kam jedoch in einzelnen Versuchsreihen 
vor, daß die Konstanten im Verlaufe der Reaktion allmählich abfielen. In diesen 
Fällen sind die für Versuclnsbeginn extrapolierten Werte verzeichnet. Die mit der 
vSubstratkonzentration multiplizierten Reaktionskonstanten (fettgedruckte Zahlen 
der sechsten Kolumne) wurden den [45] Dissoziationsresten Q (7. Spalte) möglichst 
angeglichen. Vorzeichen und Größe der Differenz /I zwischen den theoretischen und 
beobachteten, mit 100 multiplizierten Werten ist in der letzten Kolumne angegeben. 

Die in den Tab. 3, 4 und 5 für bittere Mandeln, für Mercksches Emulsin und 
für Aprikosenkerne ermittelte Konzentration der Salicinlösungen, in denen die Hälfte 
des maximal zu erwartenden Umsatzes beobachtet wurde, stimmen innerhalb der 
Versuchsfehler überein. Die für Ksai berechneten Werte 0,035, 0,035 0,042 zeigen, 

daß das Emulsin zum Glucosid des Salicylalkohols ähnliche Affinität besitzt, wie die 
Saccharase des Hefepilzes zum Rohrzucker. Die doppelt so große Affinität, welche 
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Tabelle 5. vSalicinhydrolyse durch Aprikosenkerne 


[ 5 «/l 

Zeit 

(Min.) 

(') (•■) 

A- . I,,* 

• 10 “ • pSfil] 

l>er. 


0 

- 7 ^^ i — 

201 


70, ] 



«5 

6,625 ' o,.^i5 






230 

6,08 0,<;6 

19,6 





3<Sü 

— 5,93 1 1,41 





34 ! 

0 

— 3.39 ; — 

31« 


53.0 


i 

‘"35 

- 3,105 ; 0,285 






230 

--2,655 : 0,735 

147 





3 ^^ 

- 2,305 1,095 





33 

0 

- 2,21 — 

392 


42,1 



85 

-- 1,05 0,26 






230 

- 1,60 j 0,6 T 

11,7 





380 

1,25 1 0,96 






57«, 5 

--0,96 ^ 1,25 





)8 ; 

0 

— r,5,^ : — 

433 


33.3 



I IO 

— 1,255 0,285 






395 

■ 0,79 j 0,76 

8.97 





593,5 

— 0.57 0,97 





39 

0 

— 0,97 i ■■■ 1 

53-1 


24,0 ' 



] IO 

■ - 0,75 1 0,18 ; 






395 

— 0,45 ; 0,52 

6.98 





5«9 

— 0,30 ; 0,67 1 





)8 

0 

0,615 ' — ' 

575 


]6,8 



1 1 1 

— 0,47 0,145 






39b 

- 0,265 0,35 ; 

4,77 





59 « 

-0,14 1 0.475 i 



1 



Tabelle 6. 




Salicinhydrolyse durch Präparat d 

aus süßen 

Mandeln 



l^Sat 0,017. 





I 

2 mg statt 10 mg Enzym 

in 20 ccm 




19 


3 ' 
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R. Wii^ivSTÄTTKR, R. Kuhn und II. Sobotka: 


nach Tab. 6 unserem Enzym aus süßen Mandeln zukommt, ist bedingt durch die 
8 mal geringere Ferment menge, die bei den entsprechenden Versuchen angewandt 
wurde. Weit mehr als im vSystem vSaccharase- Rohrzucker ist nämlich bei der Spaltung 
der //-Glucoside der Parameter der Aktivitäts-/)S-Kurve abhängig von der Menge 
des Knzymmaterials, wie cs die nach B. Hkrfertcip nicht erfüllte Proportionalität 
von Knzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit erwarten ließ. In unseren Ver- 
suchen bewirkten zwar vom Emulsin ,,Me‘rck Mengen, die sich wie 1125 erhielten, 
in o,in-Salicinlösung Spaltungsgeschwindigkeiten, die in genau gleichem Verhältnis 
standen, aber aus dem Verhältnis der Reaktionskonstanten, die in nur 0,0187 ^ind 
0,044 n-Eösungen bei Anwendung der Aprikosenkernc gefunden wurden, berechnen 

wir für ,, 

2 mg luizym 0,022, 

10 mg Knzym -- 0,03 ^ 

Eer unter Anwendung von 1,2 mg erhaltene Wert 0,017 ^^er Tab. 6 dürfte 
demnach bei der in allen anderen Pallen benützten Menge von 10 mg in Überein- 
stimmung mit den übrigen Werten 0,04 betragen. 


Tabelle 7. 

[46] Spaltung von /^-Plienylglucosid durch bittere Mandeln a . 

I ^ i’h 0,065. 


m 

( 1 v) 

-luK [Ph] 

Zdt 

(Min.) 

Drehung 

n 

] »rduings- 
/nniilitne 

(9 

k • 10* 

io‘* |P/<1 

her. gef. 

1 

0,0638 

1,20 


■ 4-70 

— 

231 

49-5 

51.7 

4- 2,2 

( 7 ,n") 


1 151 

4,16 

0,54 







267 

— 3.71 

0,99 

14-7 






39H 

; -3.33 

1.37 





ü.o. 39.3 

1,40 

0 

- 2,90 

— 

270 

37.7 

37.3 

- 0,4 

(4-39°) 


I31 

2,50 

0,31 







240 

— 2,30 

0,60 

10,6 






410 

— 1,89 

1 ,0 1 





0,0225 

1,65 

0 

— 1 ,66 

— 

301 

25.7 

23,9 

1,8 

(2,51 °) 


I3I 

- 1.50 

0,16 







240 

■ t, 3 i 

0.35 

6.77 






1 410 

t 

- 1,02 

0,64 





0,0152 

1,82 

0 

J , 1 2 

..... 

352 

19,0 

18,9 

— 0,1 

(1.69°) 


1 ^35 

(^97 

0.15 







j 305 

0,75 

0.37 

5.35 






54b 

— 0,49 

0,63 





0,0094 

2.03 

0 

— 0,69 

— 

391 

12,6 

12,9 

+ 0,3 

(1.04°) 

1 

135 

0.59 

0,10 






! 

3 f >5 

- 0,44 

0.25 

3.67 






546 

— 0.25 

0.44 





0,0057 

2,24 

0 

— 0,42 


533 

8,2 

9,9 

+ 1.7 

(0,64°) 


136 

- 0,34 

0,08 







305 

— 0,22 

0,20 

3.10 






546 

— 0,09 

0,33 






' Diese Zs. Bd. 117, vS. 159 [1921]. 
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Nur wenig geringer ist die Affinität der Glucosidase zum Glueosid des Phenols. 
Wie aus den Tab. 7 und 8 hervorgeht, ergeben sich hier bereits Unterschiede, 
welche die Fehlergrenzen der Affinitätsmessung übersteigen. Kntspreehend den 
A/'Ä-Werten von 0,040 und 0,065 verhält sich die Affinität der bitteren xMandehi 
zu jener des käuflichen Emulsins wie 3 zu 5. 


[48] Tabelle 9. /?-Mcthylglucosid.spaltuiig durch Präparat a. 

Km , = 0.60. 



70* 



iio8 


R. Wirj^sTÄTTKR, R. Kuhn und II. Sobotka: 


Tabelle 9. (Fortsetzung.) 
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R. Wiiyi.sTÄTl'KR, R. Kuhn und H. SobüTka: 


Genau iiii nämlichen Verhältnis stehen nun nach Tab. 9 und 10 auch die Affini- 
täten dieser Rräixxratc zum /i-Methylglucosid. Die numerischen Werte von 0,40 
und 0,60 zeigen jedoch, daß die Verbindung des Phizyms mit dem aliphatischen Glu- 
cosid 10 mal stärker dissoziiert ist. Die Affinitätskonstanten betragen nur 

2,5 bzw, 1,7. Vom letzteren Werte nur unerheblich differierend ist die Zahl 1,5, die 
vir für das Ivnulsin der Aprikosenkernc aus Tab. ii berechnen. Für das aus süßen 
Vandeln dargestellte gereinigte Präparat (Tab. 12) fällt die Affinitätskonstante 
bis auf 0,9. vSie ist nur halb so groß als die geringste, welche am vSystem Invcrtin- 
Raffinose gemessen wurde. 


[52] Tabelle 13. Helicinliydrolyse durch bittere Mandeln a. 


im 

( I.X.) 

lo«|/WJ 

1 (Min.) 

Dri'liiinn 

(^’) 

l>rchnn!,'^!zun;ihmc 

(9 

A’ . u y 

[A] . 10" . [llrl] 

0,0/0 

1,15 0 

— .5.03 

1 — 

[53I 

37.1 

{7 m \ 

: 

-- 4,80 

1 0,2., 

44 


0,0442 ' 

1.35 0 

• 3.1^8 


[85J 

37,6 


1 

— 2,95 

: 0,23 

70 



1 90 

- 2,785 

0,395 

41 



170 

■ 2,56 

0,62 

35 


0,O2S2 ' 

1.55 0 

— 2,03 

1 

[159] 

44,8 

(3.095'') ' 

30 

- 1,76 

0.27 

132 



90 

- 1,57 

1 0,46 

7-8 



i 

- '.375 

0,655 

60 


0,0184 

1,74 i 0 

- '.32 

! 

[143J 

26.3 

(^.015") 

1 60 

• - 1.055 

1 0,265 

103 



1 176 

— 0,835 

j 0,485 

68 


1 

1 300 

- 0,595 

1 0,725 

64 


0,0122 

1.01 0 

-0,88 

i _ 

[ 192 ] 

23.4 

{1.34") 

61 

- 0.63 

! 0,25 

147 



i 180 

- 0,395 

! 0,485 

iü8 



; 3 <X 3 

— 0,21 

0,67 

100 


0,0074 ; 

2,13 i 0 

0.53 

— 

[287] 

21,2 

(o,8U) 1 

60 

- 0,33 

1 0,20 

205 


1 

184 

— 0,20 

i 0,33 

124 



■ 3 (K) 

- 0,045 

i 0,485 

'32 



Die bei der Hydrolyse von Helicinlösungen gewonnenen Zahlen (Tab. 13 
bis 15) gestatten keine Auswertung in bezug aufiv//,/. Die in der 6. vSpalte von Tab. 13 
mitgeteilten Reaktionskonstanten sprechen in Übereinstimmung mit dem Befunde 
von R. WibbSTÄTTER und G. Oppenheimer für eine starke Bindung des freien Enzyms 
durch das aromatische vSpaltprodukt. Abb, i stellt die stark ausgeprägten Maxima 
des Umsatzes (für Versuchsbeginn extrapolierte Reaktionskonstanten X Helicin- 
konzentration) dar. vSie wurden Hiit [53] bitteren Mandeln und mit dem Merckschen 
Präparat in 0,03-, mit dem Aprikosenniaterial in o,ü4n-Uösung gefunden. Unsere 
Kenntnis über die hemmende Wirkung des vSalicylaldehyds reicht nicht aus, um aus 
diesen Kurven auf die Affinitätsverhältnisse zu schließen. Immerhin geht aus der 
Ähnlichkeit der drei Kurven hervor, daß die scheinbaren Dissoziationskonstanten nicht 
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Tabelle 14. Knuilsin ..Merck" h jjiegcn Ileliciii. 


IIII 


[ Uel ] 

- log 

Zeit 

Drehung 

Diehungszuualunc 

/' . !„'• 

k . io“ . [//<•/] 

( Icx)) 


(Min.) 

(") 

(') 


0,064 

1,19 

0 

— 4.505 


130 

80,0 

(7.02“) 


20 

4, 1 6 

0.135 




■I5V. 

3.^.1 

0,7 5 5 






3.915 

o,<)8 



0,0426 

1.37 

0 

3 .f>o 


178 

75,8 

(470°) 


20 

2,72 

0.37 





45 

2,40 






b 5 '/-t 

2 , 1.15 

0.045 



0.0280 

1.55 

0 

2,05 


328 

92,0 

( 3 .to 5 °) 


20 

1,61 5 

0.435 





45 

- 1.31 

0,74 





b 5 

- 1,105 

0,945 



0,0125 

1,90 

0 

— 0,90 


488 

61 ,0 

(1.385°) 


3 <-'^ 

■0,53 

0,38 





60V4 

- 0,22 

0,69 





90 'A 

— 0,055 

0.855 



0,01 16 

1.94 

0 

o ,«35 


. 507 

57.8 

(1.27°) 


3 ^^ 

0,46 

0.375 





60V4 

0,175 

0,66 





91V2 

0.06 

0,775 



0,0085 

■2,07 

0 

— 0,62 

— 

647 

55,0 

(0,94°) 


30 

— 0,285 

0.335 





60 V4 

(.),o 8 

0.54 





90 Vi 

-i 0,045 

0,665 



[54] Tabelle 

15. Kinwirkung des Kniiilsins der Aprikoseiikenie 

c auf Helicinlösungeii. 

{.m 

log [ Hel ] 

Zeit 

Dfehnng 

Drclningszunahme 

A: • IO** 

/; . lu“ . [ He/l 

1 loü) 

(Min.) 

('■') 

('9 



0,0682 

1.17 

0 

4-90 

~ 

135 

92,1 

(7.48°) 


90 

4.70 

0,20 





225 

-4.48 

0,42 





410 

4,22 

0,68 



0,0437 

i, 3 ^> 


- 3.14 

— 

251 

i 109,5 

(4.79°) 


90 

2,88 

0,26 





225 

— 2,69 

0,45 





410 

- 2.40 

0,74 



0,0259 

1.59 

0 

— 1,86 

— 

432 

98,9 

(2,84°) 


Qo 

— 1,60 

0,26 





226 

1.41 

0,45 





410 

1.15 

0,71 



0,0189 

1.72 

0 

- ',36 


483 

01.3 

(2,08°) 


120 

1,10 

0,26 





500 

0,82 

0.54 





554 

( 0,55) 

(0,81) 



0,0114 

1.94 

0 

- 0,82 


562 

64,1 

(1.25°) 


120 

0,64 

0,18 





300 

— 0,4 1 

0.41 





555 

— 0.25 

0,57 



0,0074 

2.13 

0 

— 0,53 


687 

54.0 

(0,81°) 


120 

- 0.39 

0,14 





300 

— 0,20 

0,33 





555 

— 0,09 

0,44 
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R. Wiij,sTÄTTivR, R. Kühn und IT. vSohotka: 


weit differieren und der Größenordnung naeli mit jenen der Glucosidasc-vSalicin- 
Verbindnngen nbereinstimmen dürften. 

4. Vergleieli der Affinitäten mit den Zcitwertquotienten. 

Die im 3. Absclmitt mitgcteilten Versnehe zeigen die Mannigfaltigkeit der Affi- 
nitätsbeträge, die ein bestinimte.s Knzympräparat zn verschiedenen Glncosidcn und 
ein [55] bestimmtes Glucosid zn verschiedenen Fermeiitpräparaten aufweisen kann. 



Abb. I. Relative Wirksamkeit der Eiinilsiiii)räparate a—c auf Heliciii. 

Tn Abb. 2 stellen Sh und Mi, die für das Merckschc ,,Tunnlsin“ ermittelten Disso- 
ziationsrestc der Salicin- und der //-Methylglucosid-Knzym-Verbindnngen dar. P//„ 



Abb. j, I)is.soziation.sre.ste einiger Kmulsin-Glucosid-Verbiiidungeii. 

ist die Aktivitätsknrve des Rohproduktes a aus bitteren Mandeln für [56] //-Phenyl- 
gluco.sid. Md bezieht sich auf die Methylglucosidascwirkung des ans süßen Mandeln 
isolierten Ferments. 

In solchen Fällen liefert der Vergleich gleicher Bruchteile der maximal möglichen 
Reaktionsgeschwindigkeiten ein genaueres Bild vom Mengenverhältnis der Enzyme 
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als die bei einer willkürlich gewählten vSnbstratkonzentration bestininiteii Zeitwert?. 
In Tab. 16 sind aus diesem Grunde neben den in o,02n-T,ösnng bestimmten Quo- 
tienten ()o,o2 auch die für unendlich hohe v^ubstratkonzentration extrapolierten 
verzeichnet. 


Tabelle 16 . Scheinbares und walire.s Meiigciiverhältiiis der Ivnzyme. 


Enzym 

.S.alii iii; /»’- 

OOjO’ j 

’lunyl Gl. 

CK 

a) Bittere Mandeln 

12.3 

8.0 

b) ,,Enud.sin" Merck 

9-6 

8.7 

(') Aprikosenkerne 

— ' 


(1) Präparat aus süßen Mandeln 

— ; 



.‘^alidn: /-' Methyl (', 1 . 


8,5 

7-3 

9-3 

6,8 


Innerhalb der Versuchsfelder von :J,;20% erweist sich somit nicht nur das :\Iengen- 
vcrhältnis der salicin- und idienylglucosidspaltenden, sondern auch das der salicin- 
imd methylglucosidspaltenden Enzyme als konstant. Die zufällige ('bereinstimmung 
der Mittelwerte für Q^., nämlich 8,3 h 0,4 und 8,0 i 1.3, mag dahin interpretiert 
werden, daß die Zerfallsgeschwindigkeiten der Reaktionszwischenprodukte bei der 
enzymatischen Hydrolyse von riienyb und .Methylglucosid die gleichen sind. 
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84. VERGLEICH VON HEFE- UND TAKA-SACCHARASE. 

\^on Richard Kuhn. 

Fünfte’ Mitteilung über Spezifität der Knzyme. 

\ Oll Richard Willstätter und Richard Kuhn. 

(Mitteilung aus dem Cliemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

(Der Redaktion zugegaiigon am 28. April 1923.) 

In einer Systematik spezifischer Katalysatoren wirktin gen wird die Erscheinung, 
daß ein bestimnites System unter dem Einfluß verschiedener Katalysatoren auf ver- 
schiedenartigen Wegen wieder denselben Endzustand erreicht, besondere Beachtung 
verdienen. Für eine solche Konvergenz .spezifischer Reaktionswege, die durch den 
verschiedenartigen Bau der Reaktionszwischenprodukte zu verstehen ist, 
scheint aber die Literatur nur den folgenden Anhaltspunkt zu bieten. 

Armstrong* hat beim Vergleich von Mandel- und TIefelactase gefunden, daß 
die Wirksamkeit der ensteren durch Galaktose mäßig, durch Gluco.se dagegen stark 
gehemmt wird, während die der letzteren ausschließlich durch Galaktose beeinflußt 
wird. In der III. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe wurde gezeigt, daß bei allen 
früheren Untersuchungen über den Einfluß der vSpaltprodukte auf kohlehydrat- und 
glucosidspaltcnde F'ermente ein F'aktor von ausschlaggebender [58] Bedeutung un- 
berücksichtigt geblieben ist: die vollkommene Verschiedenheit im Verhalten zu den 
A- und /)'-Modifikationen der Zucker. Die wichtige Beobachtung Armstrongs bedarf 
somit in dieser Hinsicht der Ergänzung. Es ist nicht ausgeschlossen, daß in diesem 
und ähnlichen F'ällcn eine verhältnismäßig geringe Affinität zu der einen Hexosc 
für das Zustandekommen der Hydroly.se ausschlaggebend ist, während eine viel- 
fach größere zu dem anderen .Spaltprodukt deshalb nicht in Frage kommt, weil sie 
sich auf jene stereoi.soniere Form de.sselben beschränkt, die im Zucker bzw. Glucosid 
nicht enthalten') ist. Eine weitere Vorau.s.setzung für die Richtigkeit der aus Hemmungs- 
Versuchen gezogenen vSchlußfolgerungen ist die zuverlässige Kenntnis der Konfiguration 

' IV. Mitteilung voranstcheud. 

’ F. F. Armstrong, Proc. Roy. vSoc. Bd. 73, S. 516 [1904]. 

9 So cnscheint die Hemmung der vSaccharasewirkung durch i^-Gluco.se als belanglos für die 
Frage nach dem JMccIiaiiLsinus der Rohrzuckcrspaltung. Daß die Lat'tase des Emulsins auch zur 



\ erglcic'h von Hefe- und Takasaccliara.se. 




des Substrates, über welche man mit den Knzymen nicht immer auf Orund ihrer 
Spezifitcät zu entseheiden vermagh 

Entscheidend geht nun die Versclnedenheit der .Mechanismen, deren siclEzucker- 
spaltende Enzyme verschiedener Herkunft beim Abbau ein und desselben Disaccharids 
f)edicnen, aus den folgenden \x‘r.suchen und tiberlegungen hervor. 

E. E. ARMSTRONG3 und C. S. IIUDSON^ haben gezeigt, daß die Glucose im Rohr- 
zucker a-Glucose ist. Das Invertin der Hefe besitzt aber zu die.ser Eorm des Trauben- 
zuckers nicht die geringste Affinität \ Man muß daraus ])er exelusioiiem schließen, 
daß die starke Verlangsamung der [59] Inversionsgcschwindigkeiteii, die man bei 
Zusatz von gewöhnlicher Eävulose beobachtet, auch bei Zusatz der im Rohrzucker 
vorliegenden Eorm dieser Ketohexose, die in freiem Zustand noch unbekannt ist, 
zu finden sein wird. Daß für die Vereinigung des Rohrzuckers mit dem Invertin 
der Hefe nur der Eructoserest in Betracht kommt, wird ferner durch die Tatsache 
wahrscheinlich gemacht, daß die.ses Enzym auch die Raffinose spaltet i). In dieser 
ist nämlich der Galaktoscrcst an die (ducosehälfte des Rohrzuckers heningetreteir). 
Nur im Eructoserest stimmen das Di- und Trisaccharid völlig überein. 

Durch sein Verhalten zu den Spaltprodnkten stellt das Rohrzucker hydrolysierende 
Enzym von Aspergillus oryzae ein vollkommenes Gegenstück zur ,,1'ructo- 
saccharasc“ der gewöhnlichen Kulturhefen dar. Wie aus der folgenden Znsammen- 
stellnng hervorgeht, sind Eructo.se und /i-Glucose ohne Belang für die durch Taka- 
saccharase amsgelöstcn Inversionsgeschwindigkeiten des Rohrzuckers. Nur diejenige 
Eorm des Traubenzuckers, die am Aufbau des Rohrzuckers beteiligt ist, die Ä-(ducose, 
zeigt eine stark hemmende Wirkung. Daraus ist zu schließen, daß in diesem Ealle das 
Reaktionszwischenprodukt durch Vereinigung des Elnzyms mit dem Glucoserest der 
Saccharose gebildet wird, daß die ,,Takadiastase‘' eine ,,Glucosaccharasc“ enthält. 


Hefesaccharase 
^x-Glucose hemmt nicht 

/i-Glucosc hemmt 

Eructose hemmt 


Takasaccharase 
hemmt stark 
hemmt nicht 
hemmt nicht. 


Die zu den Versudien I bis 5 der Tab. i angewandte Ile fesacclia rase ist die nach dem 
Verfahren von R. VVlij.STÄTTER und W. Wasskrmann3) dargestellte Lösung b der 11. und HL- Ab- 
handlung'*). die aucli zu den meisten Ver.sucheii der folgenden Abhaiidluiigeii gedient lial. vSie 


Galaktosehälfte des Milclizucker.s in Beziehung treten kann, ist wahrscheinlich. Ist doch das 
lunulsin genau .so wie die Bnzyme der Kefirkörner auch zur Hydrolyse der /)-Alkyl-d -galaktoside 
befähigt. K. Frsciikr, Cliem. Ber. Bd. 28, vS. 1429 [189';]; E. ITscher und K. F. Arms'i'kono, 
ebenda, Bd. 35, 8. 3153 [1902]. 

^ R. Kuhn, Chem. Ber. Bd. 56, vS. 857 [1923], und zwar 8. 859. 

3 vScjc. Bd. 83, S. 1305 [1903]. •* Journ. Am. Chem. Soc. Bd. 31, 8.655 Iiooq]. 

3 HI. Mitteilung ,,Über 8pezifität der Ivnzyme“, Diese Zs. Bd. 127, 8. 234 [1923]. Über 
die Affinität zu «-Clucosideii vgl. eine folgende Abhandlung 6’5). 

*) Die.se Zs. Bd. 125, 8. 28 [1922/23J [Abh. 81). 

h C. Neuukro, Biochem. Zs. Bd. 3, 8.519 [1907]. 

3 ) Die.se Z.s. Bd. 123. vS. 181 [1922]. 

'*) Diese Zs. Bd. 125, 8. 28 [1922/23]. und zwar S. 38; ebenda Bd. 127, 8. 234 [1923], und 
zwar S. 237. 
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ist ausgozeidinet diircli eine fast 6 Älonate hindnreh beobaclitctc Konstanz [6o] von = 0,02g 
lind von S.Wd --- i.iS (d:o" = o,85 Minuten). Die erste in Tab. i niitgeteilte BCvStinmiung ist 
nänilicli naeli Beendigung aller anderen Versuche ausgeführt. Der Mittelwert der Reaktions- 
konstanten beträgt 158,5 und sthnnit genau mit dem zu Beginn der Versuche gefundenen und 
bereits mitgeteilten Werte 158,5* überein. 

Das Taka-Knzyin war ein von Parke, Davis & Co. in Michigan, Detroit, nach 
Takainine dargcstelltes Präparat, für des.sen freundliche Überlassung ich Herrn Oe- 
heinirat C. J. Dintnkr und Herrn Prof. 11. DüERvS zu großem Danke verpflichtet bin. 

Zu den Versuchen 6 bis 9 der Tabelle dienten je 27,4 mg (in 5 ccm Wasser gelöst), die dem 
vorgewärmten Gemisch von 10 ccm 20})roz. Rohrzuekcrlösung und 5 ccm "/lo-Acetatpuffer 
ipH ^ 5.5) zuge.setzt wurden. Bei den Versuchen 7 bis 11 wurden überdies i'/z bis 3 Minuten 
vor Zusatz des Dnzynis die in der 2. Spidtc der Tabelle angegebenen IMengen der fein pulverisierten 
llexosen durch rasches Umschwenkeii in der 30° warmen Znckcrniischung in Eösnng gebracht. 
Auf die genaue Fänwage von Glneose und ITnetose wurde verzichtet, da in Anbetracht der duri'h 
sie bedingten Volumänderung der Rohrzuckerlösimgen, die sich in weiten verschlossenen Reagenz- 
gläsern befanden, die richtigen Werte für die Anfaiig.sdrehung nur extrapoliert, nicht aber be- 


[61] Tabelle i. 

Einfluß der Spaltprodukte auf die Rohrzuckerhydrolyse. 
Versuche Nr. i bis 5: Inversion bei 30,02 i 0,05 ® ; Polarisation bei 19“. 


Nr. 

linzym imrl Zucker 

Zeit 

j Drelumg i 

DfelniiigS' 

abnaliinc 

Spaltung 

k . i()‘ 

Mittel 


I 

(Min.) 

: n i 

('•) 

! (%) 




llefesaccharase: 




! 



I 

0, 1 n-vSaccharose 

0,0 

[3-625] ' 

— 

— 

— 




2,5 

3.255 ‘ 

0.37 

! 7.8 





8,2 

2,45 

1.175 

’ 24,7 

151 

158,5 



14,0 

1.755 ^ 

1,87 

39,2 

155 




21,5 

0,92 

2,705 

56,8 

170 


2 

0, 1 n-vSaccharose 

0,0 

[5.16] 








0,11 n-A -Glucose 

2,0 

4.803 

0.357 

7.5 





10,0 

3.65 

1.51 

' 31,6 

J65 

159 



J7,.i 

2.93 

2.23 

46,7 

158 

j 



25-4 

2,33 

2.83 

59.3 

1.54 


3 

0, 1 n-vSaccharose 

0,0 

[5.14] 




1 


-f- 0. f r n-//-Glucose 

2,0 

4.88 

0,26 

5,5 

— 




0,3 

4,02 

1,12 

‘ 23,6 

127 

134.5 



l<S,5 

3,08 

2,06 

’ 43,4 

134 




29.7 

2.20 

2.94 

62,0 

142 


4 

0, 1 n-Saccharose 

0,0 

( 0,663] 

— 





-f 0, 1 1 n-«, /^-Fructose') 

2,0 

1- 0,403 

0,26 

5,5 

— 




10,2 

— 0.555 

1,218 

25,6 

126 

I3I 



16,3 

— 1,17 

I.S33 

38,6 

130 




25.7 

— 1.985 

2,648 

55,8 

138 


5 

0, 1 n-vSaccharose 

0,0 

[ + 0,663] 






4- 0,1 1 n-/) -Fr ucto.se b 

2,1 

-1 ^>,363 

0,30 

6,3 





8,8 

- 0,47 

1.133 

23,6 

135 

134 



15.3 

1 ! 

1.733 

36.5 

130 




, 24.8 

i - GOI 1 

2.573 

1 54,2 

i 137 



^ Clieni. Ber. Bd. 56, vS. 509 [1922/23]. 

“ Die.se Zs. Bd. 127, S. 234 [1923], und zwar 8.238. 
b Gleichgewichts form der j'-oxydischen l'ructosc. 
b Frisch gelöste Eä vulo.se. 
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Fortsetzung von Tabelle i. 



Versuche Nr. 6 bis 1 1 ; 

Inversion bei 

29,97 ! 0,03 ^ 

' ; Polarisation 

bei 20,5'" 






Oivliuiius- 



Xr. i 

Kiizyiu iinil Zucker 

' Ziil 

Oriliun^ 

ulmahiiic .spallunjj 

* . !(.' 



(Min.) 

(") 

{') 

r’,,) 



Takas accharase; 






6 

0,292 n-Saccharose 

0,0 

[7.087! 


— 

[6 ,i 5J 



2,0 

7.00 

0,027 

0,2() 

— 



17,6 

7.74 

0.247 

2.35 

5,8(; 



35.‘> 

7.33 

0,457 

•1,35 

5.63 

7 

0,292 n-Sac.charosc 

0,0 

[10,7621 



[2.381 


-1 0.277 n-Ä-Glucose 

2,0 

10,751 

0,01 1 

0, 1 1 




20,0 

10,632 

0.13 

1,24 

2,71 



35.0 

10,515 

0,247 

2,35 

2,96 

8 

0,292 n-SaccharOvSe 

0,0 

1 10.873 1 



[6.231 


4- o,28n-//-Glucose 

2,3 

10,840 

0.033 

0,31 

— 



190 

10,640 

0,233 

2,22 

5.13 



35.- 

10.523 

Ö.35 

3.33 

• 1,18 

9 

0, 292 n-Saccliarose 

0,0 

D,o 78 J 

— 


[6.16I 


-1- o.28n-a, /^-Fructose 

1 .2 

2,060 

0,018 

0,17 

— 



18,0 

1,828 

0,25 

2,38 

5.84 



35.3 

1,61 5 

0,463 i 

4. -10 

5.53 

10 

o,233n-Saccharo.se 

0.0 

[7.2651 

— 


[1,86] 


4- o,244n-(\-Glucose 

T.2 

7,261 

0,004 


— 



1 1,2 

7.225 

0,040 

0,48 

1,80 



21,3 

7.10 

0,075 

o,8(> 

1,82 



30.0 

7.155 

0,1 10 

1,31 

!,(>! 

1 1 

0,23 3 n-vSaccharo.se 

0,0 

[ 7 . 36 ] 

- ■ 


[4.30] 


o,23n-//-Gluco.se 

1,3 

7.3^3 

0,007 

-- 




I ) ,0 

7.30 

0,0(10 

! ,07 

4.25 



21,1 

7,21 

0,17 

2,02 

4,20 



3 1 .7 

7.145 

o,2.p5 

2,92 

4 .f \5 


rechnet werden konnten. Zur Sistierung der Knzyinwirkiuig und zur Anfliebung der iNIutarotation 
der Zucker wurden je 5 ccm Bestininuingslösung in 3 ccm en-vSodalösung eingetragen. Die an- 
gegebenen Drehungswinkel sind das Mittel von je lo Ablesungen im e-dm-Rohr. Bei vollständige! 
vSpaltung des R()hrzuck('rs würde die Drehungsabnahme in den Versuchen (> bis 9 10,50 , in den 
Versuchen 10 und ii, zu denen je 22 mg Jvnzym in 10 ccm Acetatgemi.scli von Pu — 5-/-^ 
gewandt wurden, dagegen <S,4o“ l)etragen. Versuch 0 zeigt, dab im Gegensatz zum Jnveitin der 
liefe die Inversion durch Taka.sacchara.se etwas langsamer verläuft als monomolekular Das 
weit stärkere Fallen der Konstante in dem unter Zusatz von //-Glucose ausgeführten Ivxperi- 
ment 8 ist wohl auf die durch ^lutarotation entstandene «-Modifikation zurückzuführen, die, 
wie aus den Versuchen 7 und 10 hervorgeht, stark hemmend wirkt. Die Versuche mit «-(xhiajse 
zeigen zugleich, daß der Übergang dieses Zuckers in die indifferente ß-l'orm ein leichtes An.sdeigen 
der Reaktioaskoiistanteii bedingt. Zum besseren Vergleich der Zahlen sind aus diesem (irunde 
die Werte von k • für Versuchsbeginn extrapoliert worden. Die mit und ohne Zusatz von 
Fructose beobachteten Geschwindigkeiten stimmen [63] vollkommen überein. Beim \ ergleieh 
von «- und //-Glucose findet man als Verhältnis der Refraktionskonstanten i : 2,62 und i : 2,31. 

Die gewählte Acidität ist nicht als optimal ermittelt worden. Auch konnte mit der genügen 
Menge des baizymmaterials nicht entschieden werden, ob das deutliche Reduktionsvermögen, 
das Raffinose {0,20 g Pentahydrat in 4 ccm Wasser) nach 60 Älinutcii langer Fhnwirkung von 
3 mg Takapräpanat bei 30^ erlangt hatte, durch primäre Sprengung des Rohrzucker- oder Meh- 
biosercstes zu erklären ist. 

Der Vergleich der Affinitäten, den die zuckerspaltenden Enzyme einerseits in 
wäßriger I,ösung, anderseits in der Hffezcllc selbst zu stcreoisonieren Zuckern auf- 
weisen, wird vicllcicbt einen Kinbliek in die Periueabilitätseigenschaften der Zell- 


IIl8 R. Kuiin: Vergleich von liefe- und Takasaccharase. 

menibran, die für das Verständnis der auswälilendcn ■ Gärung von Zuckergemischen 
nicht ohne Bedeutung sein dürften, gewähren. Wegen der beträchtlichen vSchwierig- 
keiten,-dic mit der experimentellen Prüfung dieser Frage verknüpft sind, sei nur 
ein unter Toluolzusatz ausgeführter Vergleich der Rohrzuckerspaltung mit und 
ohne Zusatz von «-Glucose niitgeteilt, aus dem hervorgeht, daß, wie in Saccharase- 
lösu Ilgen die invertierende Kraft des Knzyms auch in der lief ez eile durch «-Glu- 
cose nicht herabgesetzt wird. 

Hofe der SiNxXKR A.-G. (28. II. 1923). a) 3,000 g Frischhefe + 2 ccm 2oproz. NalRPO^ 
-f 25 Tropfen Toluol -1- 4,75 g Rohrzucker auf 100 ccm; b) derselbe Ansatz -[- 2,000 g a-Glucose. 
Fs wurden Proben von je 20 ccm der gut umgeschüttelten Suspensionen mit 5 ccm 2n-Na2CÜii- 
hösimg versetzt und sofort in der Zentrifuge bei 5000 Umdrehungen in der Minute von der 1 lefe 
getrennt, um durch Filtration unter Zusatz von wenig spanischer Klärerde für die Polarisation 
vorbereitet zu werden. Kohlensämeentwicklung war in den bei 18,4 bis 18,6° stehenden Be- 
stimmungslösungen nicht zu beobachten. Immerhin könnte eine stärkere Gärung der zucker- 
reicheren Lösung b) etwas zu starke vSacchara.sewirkuiig vortänsclien. 


a) Ohne Zusatz. b) Zusatz von ä -G lucose. 


Zeit 

(Min.) 

Dieliiini' 1 

(9 1 

Spaltung 

(%) 

k • 

Zeit 

(Min.) 

Dreliiing 

r ) 

Spaltung 

(%) 

k • lo’’ 

0,0 

['! 5.00I 

. 

— 

0,0 

[7.10I 

— 



1 0-4,15 1 

12,9 1 

— 

3-5 

5.97 

r7,2 

- 

16,0 

‘ i- 1.25 

57.0 

22,9 

17-0 

1 3,20 

50,4 

23,1 

32.0 

— 

86,8 

27,5 

31.5 

L45 

86,0 

! 27,1 
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85. ÜBER DEN EINFLUSS STEREOISOMERER ZUCKER SOWIE NICHT 
SPALTBARER KOHLEHYDRATE UND GLUCOSIDE AUF DIE 
WIRKSAMKEIT DES HEFEINVERTINS. 

Von Richard Kuhn. 

Sechste Mitteilung über Spezifität der Knzyme. 

(Mitteilung aus dom Clicmisclicn baboratorium der Hayerisclien Akademie der Wissenschaften 

in München.) 

(J.)er Redaktion /.iigegangen am 18. DezemlHT lO-’y) 

In der dritten ^ und fünften* Mitteilung der vorliegenden IJntersuchungsreihc 
wurde erkannt, daß das Verhalten gewisser zuckerspaltender Knzyme zur und ß- 
Form der Glucose qualitativ verschieden ist. Für die Saccliarase der Löweiibräuhefe 
geht nun aus den folgenden Beobachtungen hervor, daß das Heminungsvermögen 
von Monosacchariden nicht allgemein entweder nur durch die hoch- oder niedrig- 
drehende Modifikation derselben bewirkt wird. Während die Übereinstimmung 
zwisehen frisch gelöster und Gleichgewichtsfructose durch die Schnelligkeit der Isomeri- 
sierung erklärt werden kannh zeigen nach Tab. i auch verschiedene Formen der 
d-Mannose und 1-Arabinosc, die nach C. S. Hudson und K. Yanovsky^ [ 2 ] nur drei- 
bzw. fünfmal schneller mutarotieren als Glucose, fast gleiches Verhalten. Hie hemmende 
Wirkung der frisch gelösten Zucker ist zwar durchwegs geringer als die der Gleich- 
ge Wichtslösungen, doch überschreiten diese Differenzen die möglichen Versuchsfelder 
nicht stark. Einen bedeutenden Unterschied findet man nur bei der Galaktose. Im 
Gegensatz zum Traubenzucker wird aber in diesem Falle auch durch die ^-Modifikation 
die vSpaltungsgeschwindigkeit des Rohrzuckers stark verzögert. Diese Verzögerung 
ist etwa doppelt so stark wie die von den anderen Hexosen bewirkte. Sic dürfte aber 
in äquimolarer Lösung die Wirkung der Bentose nur wenig übertreffen. Eine allgemeine 
Beziehung zwischen der Konfiguration der Zucker und ihrer Affinität zur vSaccharase 
ist nicht zu erkennen. 

' Biese Zs, Ed. 127, S. 234 [1923]. * Kbendn, Bd. 129, S. 57 [1923]. 

^ In dem bereits mitgeteilteii Beispiel (Versuch Nr. 5 der Tab. i der fünften Mitt.) verliet 
die Miitarotation der Ketose etwa zehimial .schneller als die Inversion des Rohrzuckers. 

Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 39, S. 1013 [1917]* 
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Tabelle i. Die Wirkung stereoisomerer Monosaccharide. 


Nr. 

Zucker in looccm: 

3,4:;: g .Saccharose + 

«l'orm* 

("0) 

Rcaktions 

<lcr 

Mutarötatioii 

(^0") 

■konstante 

der 

Inversion 

(.fo") 

lleiniming 

(%) 

I 

' Ohne Zusatz ■ 

— 

- 

0,015 s 



2 

2,00 g ,\-d -Glucose 

100 

0,0065 

0,01 59 

0 

3 

2,00 g /)’-d-(duco.se : 

0 

0,0065 

0,01345 

15 

4 

2,00 g cA-//-d-Fructose ; 

37 

— 

0,0131 

17,5 

5 

2,00 g /^-d-B'ructo.se 

0 

0,082 

0,0134 

15 

6 

2,00 g A -/)’-(! -Mamio.se 

62 

— 

0.01355 

14 

7 

2 , 00 g //-d -Manne ist* 

0 

0,019 

0,01405 

I I 

8 

2,00 g A-d-Galakto.se 

100 

0,0102 

0,0103 

35 

9 

2,00 g A-/i-d -Galakto.se 

31 

— 

0,00835 

47,5 

10 

^^75 g />’-l-Arabino.se 

0 

0,031 

0,01375 

b 3.5 

1 1 

^•75 g ^-/^- 1 -Arabinose 

42 

__ 

0,0132 

16,5 


Thiter den gewählten Konzentrationsbedingniigeii hat das Invertin auf die Geschwindigkeit 
der ^Intarotation von Glucose und Galaktose keinen merklichen Kinflnßb 


a) 1,000 g 

/»-Glucose f- 2 ccni '»»/a-Phospliat zu 

b) I g /^-Glucose -f 

2 cetn .Saccharase 

: b -|- 2 ccm 

5i.> ccir 

i; />j[ = 4,<>o; 2 dm Rolir; 

l'J.z". 

'••/j-Pliosphat 

zu ?ioccm; - 

4 ,.SÖ- 

Zeit 

(Min.) 

1 »rcimng 
( ) 

k . io‘ 

Zeit 1 

(.Min.) 

Drehung 
(") 1 

k • TO* 

Ü 

[0,7 bl 


0 

[0,71] 


8 

0,85 

72.5 

7.5 

0,85 

70,5 

12 

0.02 

68,5 

15 

0,97 ' 

69 

16,7 

I ,(X) 

/O 

20 

1,05 

70.5 

-M 

1.10 

69,5 

^5 

1,12 

70,5 

41 

b.b> 

69,5 

3Ö i 

1.30 

7 T 

57 

1 , 45 ^ 

71 

51 

1.40 

70 


1 .94 


'■V» 

b94 



.Mittel: 

70 


MiUel:' 

70,5 


Zu den \Trsuchcn der Tab. 2, 3 und 4 (Nr. i l)is 3) diente die von R. Wibb- 
vStAtter und W.Wassekmann') dargestellte Invertinlösung b der zweiten Mitteilung^) 
0' 0,85 Minuten). 

Am Beispiel der ,,Maltase aus Bierhefe“ haben Iv.Miciiaktjs und P. Rona^) zum 
ersten Male auf die verschiedenartige Natur der Hemmungen der Fermentwirkungen 
aufmerksam gemacht. Sie fanden, daß es gewisse Stoffe gibt, die gleich dem Substrat 
zum Paizym Affinität besitzen, und andere, durch deren Gegenwart die Zerfalls- 
geschwindigkeit der Fernientsubstratverbindung herabgesetzt wird. Von diesem 
Ge.sichtspunkte aus sind R. AIichaeijs und H. Peciistkin'’) der ,, prinzipiellen, höchst 
wichtigen P'rage“ näher getreten, ob das Invertin zu glucosidiscli gebauten Stoffen, 
die es nicht zu spalten vermag, auch keine Affinität besitzt oder ob Bindungs- und 

• A. a. 0 . 

Siehe auch J. M. Nei,son und F. M. BKEGbE, Jl. Am. Chem. vSoc. l?d. 41, 8. 559, und 
zwar S. 572 [1919]. 

’) Diese Zs. Bd. 123, vS. 181 [1922]. 

Die.se Zs. Bd. 125, vS. 28 [1922/23], und zwar S. 38. 

h Biochem. Zs. Bd. 60, ,8. 62 [1914]. “»j Biochem. Zs. Bd. 60, vS. 79 [1914]. 
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Spaltungsvermögen des Knzynis unterschieden werden können. Daß letzteres niclit 
zutrifft, haben Michaeijs und Pkchstkin an vier Beispielen dargetan. Milchzucker, 
Malzzucker, ß- und A-Methylglucosid binden nämlich das Invertin nicht. Dje ersten 
drei waren für die Inversionsgeschwindigkeiten überhaupt ohne Belang, wälirend 
A-Methylglucosid den Zerfall der Knzym-Zucker-Bindung heninile, wie es z. B. auch 
für das Glycerin festgestcllt wurde. 


[4] Tabelle 2. Inversion bei 30.00 ! 0,05". Polarisation bei 20". 


Nr. 

Zucker 

Zeit 

(Min.) 

Drehiiti” 

(0 

I>rehunuj 5 

ubiiahmc 

(') 

Spalluiii; 

/i* ‘ 

Miltel 

I 


0,1 ii-vSaccliarosc 

0,0 

13.62 1 








1 ,6 

3.37 

0 , 2 ^ 

— 






Pb« 

1,813 

1,807 

38,0 

150,5 

158 




19.5 

1,22 

2,40 

.50.5 

157 




' 

25.5 

0,66 

2.06 

62,4 , 

167 


2 


o.in-Saediarose -i 

0,0 

14 . 10 ] 








0, 1 1 n //-Mannose 

I..S 

3.«5 

0,25 

... 






0,2 

2,()2 

1,18 

24,0 

136 

140,5 




19.5 

1 .00 

2,20 

, 46,3 

139 





31.5 

1 ,00 

3.10 

i 65,3 

146 




0, 1 n-Sacdiarose : 

0,0 

14.025] 









ü,i I n ^-//-Mannose 

2 ,0 

3.75 

0.275 

— 

— 





10,3 

2,75 

1.275 

26,9 

132 

135.5 




16, 8 

2,10 

1.925 

40,5 

1 34 





25,3 

i. 3‘8 

2,645 

55.8 

140 


4 


0,1 n-Sacdiaro.se ■- 

0,0 

16 , 00 ] 

— 







0, 1 1 11 Ä -Galakto.se 


5.«7 

0,22 







I 1 ,0 

4.95 ! 

I.I4 

1 24.0 i 

109 

103 




I9..S 

■ 1 . 3.5 1 

1.74 

' 36,6 

102 





28,5 

3.«4 

2,25 

47.4 

98 


5 


0,1 n-Sacdiarose -i 

0,0 

16 . 11 ] 








0, 1 1 11 «-//-Galakto.se 

2.0 

5.93 J 

0, 1 <s 


— 





«.3 

5.42 i 

0,69 

14.5 i 

82,5 

83,5 




20.6 

4.59 j 

1.52 

32.0 

81.5 




! 

34.2 

3.77 ' 

2.34 

: 49.3 

00 


6 


0, 1 n-Sacdiarose -| 

0,0 

14.75J ; 

— 

— 




1 

0,05 u //-l-Arabinosc : 

2,1 

4 . 4 «'^ ; 

0.27 








i 3.705 ' 

1 ,04 5 

22,0 

128 

137,5 




18,0 

! 2,625 ' 

2,125 

: 44.8 

144 



1 


22.2 

^ 2.32 

2,43 

1 51.2 1 

141 


7 

1 

0, 1 11-vSaccharose + 

0,0 

^ I4.70] : 







1 

0,0511 A-//-l-Arabinose ' 

2,2 

, 4,415 1 

0,285 

— 




1 


9.5 

, 3.55 

1.15 

i 24.2 

127 

132 


i 

! 

13.6 

i 3 .TI 5 ■ 

i. 5<85 

1 33.4 

130 





21,0 

2,30 

2,40 

i 50.5 

139 ' 



Der Befund von Micharijs 

und 

Pkchstkin 

findet 

durch die 

in der Tab. 3 


folgenden Versuche, die mit bedeutend reinerem Knzyminaterial ausgeführt sind, 
eine erweiternde [5] Bestätigung. Es zeigte sich, daß nicht nur die stereoisomeren 
Formen derEactoseundMaltose, sondern auchCellobiosc, Melibiose, Gentio- 


biose und Trehalose ohne sicher erkennbaren Einfluß auf die Inversionsgeschwindig- 

Willstättcr, Enzyme. 


71 
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kcit des Rohrzuckers sind. Neben diesen nicht spaltbaren Disacchariden verdient 
besonderes Interesse das Verhalten eines Polysaccharids, das aus Fructosemolekülen 
aufgebavt ist und trotzdem von der Kructosaccharase der Hefe nicht hydrolysiert 
wird. Das ist das Inulins Aus der Tatsache, daß das Inulin die Wirksamkeit des 
auf die Fructoside vom Rolirzuckertyp eingestellten Knzyms in keiner Weise ver- 
ändert, ist zu schließen, daß seine ,, Invertinfestigkeit“ nicht auf einen unmerklich 
langsamen Zerfall der Knzym-Inulin-Verbindung zurückzuführen ist, daß vielmehr 
eine solche in nachweisbarer Menge überhaupt nicht gebildet wird. 

0, T ii-Rolirzuckcr -|- i % Inulin ..Kalilbauin“; Pn = <1,5. Aus den nach 14,6 und 25,9 Minuten 
beobachteten Drebungsabiiabnieii von 1,90 und 2,95°, die einem Spaltungsgrad von 40,0 bzw. 
62,2 % entsprechen, ergibt sich Ä • 10'^ zu 152 und 163. Der Mittelwert 157,5 stbnmt mit der ohne 
Zusatz gemessenen Reaktionskonstautc 158 genau überein. 

Auf der nämlichen Ursache dürfte die Invertinfestigkeit der Stärke beruhen. 

50 ccm 0,278 n-Rohr Zucker • 5 ccm zoproz, NaIl2rÜ4 ! 5 ccm Sacebarase (± — 0,53 Min.) 

ad 100 ccm. 



a) ohne Zusatz 


h) 35 ecm 

2 proz. Idslidip Sliiike in loo ecin 


j S CCIU i 

Reduktions- 


.s ccm 

Keduktions- 

Ziil 

vcrbrauclK-n ' 

zuualnno 

Ziil 

1 vrrhrauciieu 

znnaliiuc 

(Min.) 


pro Minute 

(Min.) 

j 

])ro Minute 

1,6 

^•34 


b 4 

0,86 



; <k77 

0, 1 T9 

5.2 

1.36 

C),i3i 



0,1 19 



0,108 

10,0 

1.34 i 

10,0 

1,88 



Mittel: 0.119 


]\Iittel: 0,119 


[6] Tabelle 3. 

Die Saeebarasewirkung wird durch nicht spaltbare Disaccharide nicht gehemmt. 
Inversion bei 29,98^0,05". Polarisation bei 19,5°. 


Xr, 0,1 n-Sac(har()Sc + 

Zeit 

(Min.) 

Drehung 

(4 

Drclinngs- 

abuahuie 

(%) 

Spaltung 

(?;.) 

A' • irj* 

.Mittel 

I ; 0,05511. -Lactose (2,000 g 

0,0 

f 5 . 2 i] 

— 


— 


; Hydrat ,, Merck“ in 100 ccm ; 

2,0 

4,92 

0,29 



— 


frisch gelöst). 

8,8 

4.02 

I.I9 

25.1 

143 

152,5 


14.7 

3.30 

I.9I 

40,3 

153 



25,2 ' 

2.32 

2.89 

60,8 

16 I 


2 0,05511. «-//-Lactose (4vStuii- 

0,0 

[5.2I1 

— 

-- 

— 


, den gestandene, in der Hitze 

2.7 ^ 

4,805 i 

1 0,405 ^ 


1 — 


bereitete Lösung). 

II. 5 1 

3.65 1 

1,56 

32,9 

1 

I5I 


15.9 1 

3.25 1 

1 ,96 1 

41.3 

146 



2 1 ,0 , 

2,70 i 

2,51 ! 

52.8 

i 155 


3 ' 0,055ii.//'Malto.sc(2gHydrat 

0,0 

[ 7 , 77 ] 



1 — 


,, Merck“; 2 Minuten nach 

2,0 

7.51 

0,26 


— 


dem Lösen). 


6,643 

1,127 

24,3 

1.36 

i 157 

i 

17.1 i 

5.625 

2.145 

46,2 

158 



, 27,3 

4,683 

3.087 

66,5 

174 



' J. C. IrvinK und Iv. vSt. STEI-XK, Cheni. Soc. Bd. 117, S. 1474 [1920] fassen das Inulin 
als |X)lymerisierte Anliydro-j'-Fructo.se auf und vermuten, daß die eine Sauerstoffbrückc mit der 
im Rohrzucker vorliegenden übereinstinime. 

* Nach R. WirxsTÄTTER und G. Sciiudke, Chem. Ber. Bd. 51,8. 780 [1918]. 
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. Tabelle 3. (Fortsetzung.) 



«,i n-Sacch.ai'osc + 

i 

Zeit i 

(Min.) 

Drehung 

(0 

Drelnings- 

alm.'ilinie 

( ) 

Spallung 1 

k • 10* , 

Mittel 

4 

0,05511. «-^-Maltose (in der. 

0,0 

7.775 


1 

- 



Hitze gelöst ; 2 Stunden ge- 

2.7 ^ 

7.41 

0.395 

! 




standen). 

10,6 

6,415 

1,390 

28,0 1 

139 

151 


i 

•7.Ö , 

5 .913 

2,162 

45,5 i 

I 50 




26,7 

4,795 

3,01 

93,4 

16.1 


5 

0,0511. Trehalüse 1 

0,0 

[8.08] 

_ 


— 



(i.89gC.dHDii -alHO). : 

2.4 

8,65 

: ^>-35 

■ i 

— 




8,2 

7.8 U 

1,165 

24.5 

1.19 

1575 



1.3,4 

7.15 

1.83 

: 38,5 

158 




21,5 

9.3.3 

! 2,65 

; 55,7 

165 


6 

0,0511. A-/?-Oentiobiose( 1,71g' 

0,0 

[3,8351 

^ — 

' 




j Präparat nach G. Zenipleii' ; , 

2,0 

3,545 

0,21) 

j ■ ■ : 

- - 



! 2 mal mit Alkohol- Äther um- * 


2,615 

1,22 

■ 25.6 

'.43 

151,5 


geschieden). I 

15.0 

1,805 

^ 1.94 

■ 40,7 

151 




22,0 

1 1,1 9 

2,6.j5 

1 55,5 

160 


7 

0,03211. «-/?-Cellol.)io.se (1.09 g 

ü.o 

i [4,05 J 

— 





j über das Octacetat gereinig- 

2,8 

3,96 

0,39 



j 


tes Präparat). ■ 

1 1 .6 

; 2,51 

i 1,54 

i 32,4 

1 147 

158,5 


1 ! 

15,9 

; 1,94 

2,11 

' 44.5 

161 


[7] 


23J 

1 1 ,21 

: 2,8.1 

60,0 

' ]68 


8 

’o,o5n. «-/?-]\fe]ibiose [1,71 g; ' 

0,0 

17.48] 

: 

! . 


i 


nach C. S. Hudson') darge- 

2.7 

1 7 .<-i 8 

{),.)0 

i — 

' 



stellt; nicht krystallisiertj. 

n ,1 

5,97 

1,51 

31,8 

149,5 

151 



15.7 

. 5,52 

1 ,96 

41,2 

147 




21,0 

4,97 

2.51 

52,9 

156 



Von den in glucosidlialiigeii Lösmigeii ausgeführten Invcrsionsversuclien teilt 
Tab. 4 die bei Zusatz von vSalicin, Helicin und //-IMethylglucosid beobachteten 
Reaktionsverzögcrungeii mit“). Das Beispiel des Amygdalins, das olme Wirkung 
ist, zeigt, daß sich auch innerhalb der engeren Gruppe der /)-Glucoside bemerkens- 
werte Unterschiede im Verhalten zum Invertin finden. In hohem Maße auffallend 
ist der folgende Vergleich der Wirkungen, den und />-(Tluco.se und die zugehörigen 
halbacetalartigen JMethylderivate ausüben. Die Zahlen beziehen sich auf o,in-Rohr- 
zucker- und o,o5n-Traubenzucker- bzw. Glucosidlösungen ; 

Hfnimung Ilnnmimg 

Za^^alz jjj 0' z.ubaiz o ^ 

<\-(;iucose o A-Methylglucosid . . . 65 

ß-CAncoso i 7.5 ^-Methylglucosia ... 15 

Die Glucoside setzen die in Rohrzuckerlösungen von wechselnder Konzentration 
bestimmten Reaktionsge.schwindigkeiten um gleiche prozcntischc Beträge herab. 


' Chem. 13 er. I 3 d. 48, vS. 233 liOUl , , o r i 

4 C. S. Hudson und T. S. IIauding, Jl. Am. Clieiii. Soc. T 3 d. 37, o. 2734 fmFSl- 
’) Vgl. hierzu II. F. IlARKNDRKCH'r, ^s. f. pliy.sik. Chem. Bd. ,g;, S. 456 [1904], und zwar 
S. 464!. 
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Der auf diese Weise für das «-Mctliylglucosid schon von Michaktjs und Pkciistrin er- 
brachte Nachweis, daß das Invertin zu diesem Glucosid keine Affinität hat, möge durch einige 
mit gereinigtem Invertin gewonnene Zalileii bestätigt werden. 


[8] Tabelle 4. 

Das differierende Verhalten einiger /i-Glucoside. 
(lüir die Versuche Nr. t bis 3 ist k • lo^ ohne Zusatz ^ i 5<S.) 


Nr. 

0,1 iiS;iccharosc + 

Zeit 

(Jliii.) 

i Drelniiig 

i D 

DlTllllUgS- 

abiiahiiie 

('■) 

1 

' Spalluiig 

(%) 

k < 10* 

Mittel 

1 

0.05 11 />-Methylghicosid 

0,0 

[3.04s] 






(..Kahlbaum“) 

2,4 

2.71 

0,335 

— 






«..s 

1.95 

1.095 

23.1 

135 

135 



13.7 

145 

1,595 

33.0 : 

13 1 




20. () 

0,75 

2,295 

48.3 

139 


- 

0.05 n-Salicin (..IVlcrck“) 

0,0 

[-1 1,951 






1 

1.0 

+ 1.725 

0.225 






8.3 

i- 1,00 

0,95 

20,0 

117 

124 


' 

134 

-I 0.44 

1,51 

31.7 

124 




22,3 

— 0,375 

2.325 

:■ 48,8 

131 


3 

^ ü.osn-Aiiiygdalin (, .Merck“) 

0.0 

[-1- 1.60] 

— 

— 




I 

2,0 

1 ,40 

0,29 






7.8 

0,60 

1,09 

23,0 

146 

157 



13.8 

- 0,15 

1.84 

38,8 

156 




21,1 

— 0.97 

2.66 

56,0 

169 


4 

Ohne Zusatz' ■ 

0,0 

[2,80] 







1,6 

2,46 

0,34 

— 





0,1 

1,78 

1,02 

27,3 

228 

237 


i ; 

13.0 

0,935 

1.865 

49.9 

231 



1 

20.7 

0,18 

2,62 

70,0 

252 


.S 

' 0,088 n-Helicin 

0,0 

[0.813 








G 3 

0.73 

0,08 





i 

7,3 

0,39 i 

0,42 

1 1 1,2 

71 

75,5 



12.8 

-1 0,08 ■ 

0,73 

19.5 

73,5 




21.6 

- 0.44 

1.25 

‘ 334 

82 

[ 

6 

0,02 5 n-Octamcthyl-lactose 

0,0 

[3.07J 








1,0 

2,82 

0,25 

— 





/■3 ' 

1 ,96 

1,11 

29,7 

210 

240 



12,1 

1.23 

1.84 

49,2 

243 




174 

0,61 

2,40 

05,8 

268 


7 

o,04n-Tetrainethyl-/i-inethyl- 

0,0 

[2,75] 







glucosid 

2,1 

2,425 

0,325 


— 




8.0 

1.57 

1,18 

3 1 .0 

208 

225 

[9] 


13.2 

0,88 

1.87 

50,0 

228 




20,5 

0,22 

2.53 

67,6 

239 


s 

0,0411. a-2, 3, 5, 6-Tetra- 

0,0 

I3.99] 

..... 






mcthylgIuco.se 

1,0 

3.73 

0,26 






6,8 

3.07 

0,92 

24,6 

181 

201 



12,4 

2.33 

1.66 

44,4 , 

206 




19,0 

1,71 

2.28 

61,0 

215 


9 

0,0411 o,-ß-2, 3, 5, 6-Tetra- 1 

0,0 

[3.92] 



! 




methylglucose 1 

1,6 

3.70 

0,22 

— 





1 

5 .« : 

3.14 ; 

0,78 

20,8 

176 1 

194 



12.5 i 

2,30 ' 

1,62 

43,3 

197 




19,5 i 

1.64 

2,28 

61,0 

210 



vSaccharaselösung der fünften Mitteilung über Invertin von R. WirrsTÄTTRr und 
K. ScHNKiDCR, Diese Zs. (im Druck); ü° = ^,I 75 Minuten. 



Einfluß stcrcoisomcrer Zucker auf Hcfciii vertin. 1 1 25 

ReaktionskoiivStaiitc»!! mit je 0,4 ccm S.accharase b in 100 ccm bei ^0°. 

RcaktionsKcmisch i n-ltohrzuckcr | 0,05 11- 

a) Olme Zusatz i 0,00-0 | o.oo::^« . 

b) 0,0511. a-Methylglucosid | 0,00080 | o,oo'i i7 

k)ic Invcrsionsgcscliwiiidigkeiteii sind also um ^3,5 und ()7,5'/<» verlangsamt worden. Pür 
die Dissoziation.skonstanle einer vSaccharase-A-MetliylgiiuT)sidverbindung würde man dagegen die 
stark differierenden \V(Tte 0,0021 und 0,0038 finden. 

Die ZU den Versuchen Nr. 6 bis 9 der voranstellenden Tab. 4 benützten metliy- 
lierten Zucker hatte Herr Dr. H. II. vSciikUBACii in freundlichster Weise zur Verfügung 
gestellt. Kin Einfluß des perniethylierten Milch- und Traubenzuckers konnte 
nicht mit vSicherheit festgestellt werden. Die in i-Stellung freie ]\Iethylglucosc 
hemmt merklich. Der Unterschied zwischen a- und (X-ß-Vonn liegt jedoch an der 
Grenze der Versuchsfelder. 

Ob der Hemmungsmeehanismus der //-Glucoside demjenigen des A-Methylgluco- 
sids entspricht, wurde am Beispiel des vSalicins geprüft. Es war mit Rücksicht auf 
das verschiedene Verhalten von und //-Glucose nicht ausgeschlossen, daß ein durch 
Invertin nicht spaltbares /)-Ghicosid vom Invertin gebunden werden könne. Die 
folgende, nach den Zahlen [ii] der Tab. 5 berechnete Zusammenstellung zeigt 


[10] Tabelle 5. Hemmung des Invertins durch vSaliein. 


Nr. Zucker | Olucosid 

Zeit 

(Min.) 

Difliun;^ 

(') 

DrchniiRS- 

uliualinu' 

C) 

SpaHniii; 

{%) 

li • Id* 

I ! o,ioi7n-Rolirzucker 

i 0,0 

[3-705 







1,6 

3,60 

0, 105 




: 6.1 

3.255 

0-45 

9.3 

69.5 


1 if .4 

2,92 

0,785 

1 6, 1 

68,7 


' 16,3 

2,64 

1 .065 

21,9 

66,5 

2 

0,101711-RohrzUcker 4 - 

0,0 

[0.75] 

' 



0, 1 n-Saliciii 

1 ,2 


' 0,05 


— 


7.0 

0,13 

0,32 

(),6 

42.8 



13.0 

0,22 

0-53 

10,9 

38,8 



18. 1 

0,0 5 

0,70 

14.4 

37,6 

3 

0,0508 n-Rolirzucker 

0.0 

[I.85J 






I .() 

1.78 

0,07 

- 




9.8 

U 45 

0,40 ' 

16,5 

80, 1 



21.1 

1 .06 

0.70 

32.5 

8t,o 



; 30,1 

0,85 

1,00 

41,1 

76,5 

4 

0,0508 n-Rohr/.ucker f 

0,0 

1- - 1,06] 

, — ' 


— 


0,111-vSalicm 


- 1 ,10 

0,04 

— 

-- 



; 10,0 

— 1.32 

0,2() 

10,7 

49,5 



19,4 

-- 1.55 

0,49 

20,2 

50,4 



> 30.1 

1 ,7 1 

0,65 

26,7 

50,7 

5 

0,0274 n-Rohrzucker 

0,0 

[1,00] 

— 

— 

— 



P 7 

0,05 

0,05 

— 

-- 



1 lo.o 

0,725 

0,275 : 

20.9 

102 

i 

' 20,0 

0.485 

: 0.515 

39.1 

108 

1 

30,0 

0,25 

i 0,75 

57.0 : 

122 


III 
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Tabelle 5. (Fortsetzung.) 


i 

Ni. Zui'kei + Glucosid 

' Zeit 

Drehung 

DrchunK'S- 

abnaluric 

' Spaltun.a: 

k • 10' 

1 Mittel 

. 

i 

j (Min.) 

(") 

1 (‘9 

: (%) i 



6 0,0274 n-Rohrzucker ; 

0,0 

[— 1,90] 



! 

__ 


o,in-Salicin 

1,3 

— 1 .92 

0,02 

— 




10,0 

- 2,06 

0, 1 6 

12,2 ’ 

57.0 ; 

57.5 


20,0 

— 2,21 

0,31 

i 23,6 

59.0 ! 



30,7 

2,33 

0,43 

32.8 ; 

5 ^J .5 


7 0.0137 n-Rohrzucker ' 

‘ 0,0 

[5,04! 



— 



1.3 

0,515 

0,025 

-- 




5,8 

o, 43 .S 

0,105 

14,8 

120 

: 124,7 


: 12,3 

0,33 

0,21 

29,2 

122 



: u ,3 

0,25 

0.29 

40,9 

132 


8 o,oi37n-Rolirzucker -j- 

0,0 

f- 2.388] 



— 


o,in-vSaliciid 

1,3 

— 2,405 

0,017 

; 

— 



6,1 

- 2,458 

0,07 

0,9 i 

73,8 

65,9 


12,0 

- 2,505 

0,117 

16,5 

65,0 



18.2 

-2,543 

'55 

21,8 

58,8 



jedoch, daß die Aktivitäts-/)^-Kurvc durch einen konstanten vSalicingehalt keine 
Parallelverschiebung erleidet, daß vielmehr unabhängig von der Kohrzuckerkonzen- 
tration die Inversionskonstanteii um annähernd gleiche prozentische Beträge erniedrigt 
werden. 

Konzentration der Saccharo.se 0,102 0.050.S 0,0274 ! 0,013711 

ireniniung durch 0,1 n-vSalicin ( %) .... 41,8 36,6 45,2 147,2 

Die für die DLssoziationskonstante einer Saliciii-Invertin- Verbindung berechneten 
Werte würden um 100% differieren. 

Die vorliegende Untersuchung .stützt .somit die Anschauung, daß das katalytische 
Wirkungsvermögen des Invertins durch sein Bindung.svernK)gen bedingt wird, daß 
die fermentative Sfialtung des Rohrzuckers als Zvvischcnreaktionskataly.se aufzu- 
fassen ist. Nach früheren Ausfülirungen über die Bedeutung der H‘-Ionen für die 
enzymatische Hydrolyse zusammcnge.setzter Zucker und Glucoside^ hat aber die 
AVreinigung des Invertins mit dem Rohrzucker nicht mehr im Sinne von MicnAicij.s 
und PkciistivIX gleichzeitig als hinreichende Bedingung für den Eintritt der Hydro- 
lyse zu gelten. 

' Wegen Wirkuiigsabiiahnie dc.s Knzyiiis in stark verdünnter Iä>sung sind die Versuche 7 
und S nur untereinander, nicht alier mit den Versuchen i bis 6 vergleiclibar. 

‘ R. Kuhn, Die Naturwksenschaften 1923, Heft 35, vS. 732, und zwar vS. 74off. {Abh. 7). 
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86. ÜBER DIE RELATIVE SPEZIFITÄT DER HEFEMALTASE. 

Von Richard Willstätter, Richard Kuhn und Harry Sobotka. 

Siebente Mitteilung über Spezifität der Ivnzyine'; fünfte Mitteilung 

über Maltasc“. 

(Mitteilung aus dein Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akadc'inie der Wissenschaften 

in München.) 

(Der Redaktion zugegangen am 23. Dezember 1923.) 

Nach Kmil FIvSChtvR^ soll die Maltasc der Hefe auch zur Spaltung anderer A-('duco- 
side befähigt sein. Die Prüfung dieser Ansicht mit quantitativen Älethoden hat zunächst 
ergebeiL daß die enzymatischen Wirkungen verschiedener Hefen und ihrer Auszüge, 
ausgedrückt durcli die Zeitwerte für Maltase und A-Methylglucosidase, kein konstantes 
Verhältnis aufweisen^. Der erste Teil der vorliegenden Untersuchung ergänzt nun 
die früheren Erfahrungen durch den Vergleich der Hydrolysengeschwindigkeiten des 
A-Äthyl-, A-Phenylglucosids und des Amygdalins mit jenen der ^laltase und des 
A-Methylglucosids. Inir die Ausführung dieser Versuche sind wir Herrn Dr. Wä Stei- 
bret, der auch die Reaktionsbedingungen der angeführten Hydrolysen ermittelt hat, 
zu Dank verpflichtet. Im zweiten Teil prüfen wir die Abhängigkeit der Reaktions- 
geschwindigkeiten von der Konzentration der vSubstrate. Nach dem Vorbilde der 
Untersuchung über ,,Saccharase- und Raffinasewirkung des Invertins“-'’ wird unter 
Berücksichtigung der von [225] Hefe zu Hefe und von Substrat zu Substrat wechseln- 
den Affinitätsbeträge aus dem Verhältnis der Enzym werte auf das Verhältnis der 
PUizy mmengen geschlossen. Es ergibt sich dabei, daß bei gleicher Konzentration 
der Enzym-Maltose-, Enzyni-A-^Methylglucosid- und Phizym-A-Phenylglucosid-Vcr- 
bindungen auch das Verhältnis der Zerfallsgeschwiiidigkeiten innerhalb der hehler- 
grenzen unserer Methode unabhängig ist von der Herkunft der angewandten Fennent- 
lüsung. Es scheinen somit zwi.schen den IMaltasen der untersuchten Hefen keine wesent- 
lichen Unterschiede zu bestehen, wenn auch die Ursache der Affinitätsverschiedenheiten 

' Siehe die vorhergehende Abhandlung. 

Vierte Mitteilung über Maltase, Diese Zs. Bd. 115, S. 21 1 [1921] {AbJi. 6 j). 

^ Diese Zs. Bd. 26, S. 60 [1898/99]. 

’ R. WlElySTäri'ER und W. STKibheT. Diese Zs. Bd. 115, S. 199 [1921]- 

5 R. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 28 [1922/23] {AbJ,. Si). 
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noch ungeklärt ist. I 'nabliängig davon ist aus diesen Versuehen die Schlußfolgerung 
zu ziehen, daß eine bestimmte Ilefcmaltase auch zur Hydrolyse des «-Methyl- und 
«-Phenylglucosids befähigt ist. Der einheitlichen Natur der i^-Glucosidase des Kmul- 
siiis^ entspricht die Kinheitlichkeit des auf die «-Glucoside eingestellten Hefeferments. 
Die Amygdalase, welche die />-glucosidische Bindung des im Amygdalin enthaltenen 
Disaccharids" löst, läßt dagegen keine Beziehung zur Maltasc erkennen. In einer 
maltasecntbehrenden Hefe fanden wir sie besonders reichlich vor. 

Experimenteller Teil. 

1 . Das Untersuchungsmaterial. 

Das «-Äthylglucosid wurde nach der Angabe von K. Fisciikr ' dargcstellt. Herrn 
Dr. H. 0 . L. Fischer .sind wir für freundliche Überlassung von Impfkrystallen zu 
Dank verpflichtet. Unser Präparat schmolz bei 113 bis 114° (unkorr.) und zeigte 
in 3proz. Uösung [«],) — 150,6° bzw. 150,3". 

«-Pheiiylglucosid, nach der Methode von E. h'isciiER und L. v. MecheiU erhalten, 
verlor im Vakuum über v^chwefelsäure 1 Mol Krystallwasscr. vSchmelzp. 170 bis 
171° (unkorr.). 

8,306 mg vSiib.stanz gaben nach F. Pregu 17,30 mg CO:, 4,90 mg H :0 
CuH.oO., (256,1) Per. 56,22% C ' 6,30% TI 

(ief. 56.21 ,, 6,53 

[226] In I g Was.scT von 30 ‘ hisen sich 0,052 g des Gliico.sids; 1,534 g Lösung enthielten nämlich 
0.0757 g Sub.stanz. 

Die untersuchten Brauereihefen verdanken wir den Betrieben der Aktienbrauerei 
zum Löwenbräu, der Brauerei zum vSjiaten, der Brauerei Cr. Pschorr und des Hof- 
bräuhauses. Eine im folgenden als ,, Ottakringer Hefe“ bezeichncte österreichische 
Brauereihefe entstammte der Brauerei I. & J. Kuffner A.-G., Wien XVI, Ottakringer- 
straße 91. Eine obergärige Weißbierhefe bezogen wir aus dem Weißbräuhaus vSchneider 
& Sohn, i\Iünchen im Tal. W>n obergärigen Brennereihefen untersuchten wir die 
vom Institut für Gärungsgewerbe, Berlin N, vertriebenen Hefen M und XII, ferner 
eine Spirituspreßhefe aus der Spiritus- und Preßhefefabrik Stadlau, Wien XXI 
(W^olfrum A.-G.), und eine als ,,Fineste Pre.sse Gaer“ bezeichnete Bäckerhefc der 
Dansk Gacr Central in Kopenhagen, die wir der Gefälligkeit des Herrn Prof. Dr. A. JÖR- 
GENSKN verdankten. 

2 . Bestimmungsmethoden. 

Zur Bestimmung der Enzymwerte dienten frische Hefen und daraus dargestelltc 
Extrakte. Hefemengen, deren Trockengewichte 2,5 g betrug, wurden nach dem Ver- 
fahren von R. WibLSTÄTTER, G. Oppenheimer und W. vSteibeet') verflüssigt und 

' Vierte Mitteilung über vSpezifität, I)ic.se Z.s. Ikl. 129, S. 33 [1923]. 

' Chem. Ber. Bd. 56, vS. 857 [1923]. 

^ Chem. Ber. Bd. 28, vS. Ti.j5 [1895], und zwar vS. 1153. 

Chem. Ber. Bd. 49, vS. 2813 (1916]. 

') Die.se Zs. Bd. 110, S. 232 [1920]. 
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nach dem Neutralisieren auf 50 ccm gebracht. den vSuspensionen wurdeTi in 


der Regel angewandt für die Spaltung von: 

Maltose und a-Methylglucosid .... je 10 ccin 
a-Äthylglucosid und Ann^gdalin ... je 2 ,, 

^-Phenylglucosid 0,1 


Die Hydrolyse des Malzzuckers und des <x-Methylglucosi(ls verfolgten wir unter 
den in der III. Mitteilung über Maltasc* beschriebenen Bedingungen. Als Maß für 
die Wirksamkeit benützen wir, wie es für die Wirkungen des Kmulsins geschehen 
ist h Enzymwerte, nämlich das mit 1000 multiplizierte Reziproke der bisher geltenden 
Zeitwerte, die wir in o,T39n-Lösung der Substrate bestimmen. 

[227] A. Quantitative Bestimmung der Amygdalin Spaltung. 

Den Amygdalasewert (Agd.W.) berechnen Avir in der eben angeführten Weise 
aus der Zeit in Minuten, die 0,2 g trockene Hefe oder die dieser Menge entsprechende 
Knzymlösung braucht, um bei 30*' 0,7097 g Amygdalin (CioH-OnX • 3H2()) zur 
Hälfte zu hydrolysieren, wenn diese in 10 ccm o,in-Citratgcmisch vom = 5,5 
enthalten sind. Der gebildete Zucker wurde nach der ^Methode von (k Bkrtrand 
bestimmt. Eine gewisse Ungenauigkeit der Resultate Avird dadurch bedingt, daß 
einzelne Hefen auch das gebildete Brunasin merklich unter BlansäureentAvickhing 
angriffen^). Das optimale Avurde unter VeiAvendung eines ChloroformextraktS' aus 
frischer Löwenbräuhefe zu 5,5 ermittelt. 


Tahclk' T. Aiiiygdaliiispalluiig Ixd Aveeliselnder Ac'idität. 


p\\ 


PllfflT 

Vcrsuchstlaiicr 

(Sl.lii.) 

5 ccm vcibr. 
rcrmaiii;;mat. 

(roin) 

Spaltung 

("J 

Zeit dm lial 
llydrolys 
(Sldii.) 

4.8 

Phosjäiat 

10,0; 0,0 

... 16 

6,36 

26,0 

38,8 

5,8 

Phosplnit 

(;,2; 0,8 

... 16 

6,40 

26.7 

37.3 

6,8 

Pho.spliat 

3.0; 3,0 

... 10 

5 . 1 6 

20,8 

5 1 

7,8 

Phospliat 

0,8; 9,2 

... 16 

4.15 

16,6 

70 

5 .0 

Citrat-NaÜH 10,0; o.o . . . 

. . . 40 

10,53 

‘I 4 .f' 

4^>.5 

5.5 

Citrat-NaOH 7.3; -67 • • • • 

. . . 40 

I 1,20 

47.8 

4^5 

6,0 

Citrat-NaÜH 6,0; .},o . . . . 

. . . 40 

10,64 

45.- 

•15.5 


Im Bereiche 1:3 ist ferner die ReaktionsgcscliAvindigkeit den angewendeten 
Enzymmengen direkt proportional. 


Rii/.yiiinieiigc | 

Zeit 

i Cu 

SpaUmig 

in 10 i cin 

(Sldn ) 

(mg) 

‘'i. 

I ccni 

7- 

47.6 

48.4 

3 eein ; 

-’4 

48,4 

! 48,9 


Der zeitliche Verlauf der Amygdalinspaltung fügt sich, Avie aus den Versuchen 
der Tab. 2 hervorgeht, der für eine monomolekulare Reaktion berechneten Gleichung. 

' Diese Zs. Bd. 115, >S. 199 [t9-m]. 

^ Diese Zs. .Bd. 129, vS. .ys f 19-^3!. und zwar vS. 35 f. [Ahh. cVj). 

9 Vgl. C. NkuüKko und E. EÄRBIvU, Bioehein. Zs. Bd. 78, S. 264 [lyi;]. 
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Tabelle 2. 

Zeitlicher Verlauf der Amygdalin.spaltuiig. 
30°; 7,097 proz. Aniygdaliiilösuiig ; pn "■ 5.5- 


Zi'it 

Min. 

X Cl'JU 
verbr. 

j Pcrmangaiint j 

Spaltung 

k • IO» 

850 

5 

3 - 7 “ 

14.« 

i (« 1 . 5 ) 

1Ö35 ! 

4 

! 4, «4 

24.3 

! 70.3 

2670 1 

4 

; 0,79 

34.<8 

69,5 

3 8 3 0 j 

3 

6.76 

46,1 

69, (> 

437 '^ 

3 

7-37 

50,0 

70,1 

5 300 

2 

5.55 

56,2 

67.7 

Ü745 

2 

0,50 

06,4 

69,7 

8400 

1 

3,82 

76,2 

74 ,^ 

1 280 

5 

' 5.74 

-3.4 

9 ’ >.5 

2450 

4 

; 7 . 5 ’^ 

3^.7 

94,0 

2980 

3 

(hS 7 

44.9 

86,8 

3900 

3 

7,81 

5 3 >7 

; 85,8 

535 '^ 

2 

6,44 

65,8 

«7.3 

70(.)o 

2 

7,10 

77.5 

92.5 


B. Reaktionsbcdiiiguiigen für die Hy(lroly.sc des a(-Ätliy Iglucosid s. 

Bei vergleielienden Analysen des Rcaktionsverlanfs nach G. Bertkand und nach 
der polarimetrischen Methode ergeben sich bei der Hydrolyse des A-Methyl- und 
A-Athylglucosids Differenzen in dem vSinne, daß nach der Kupferincthode weniger 
Glucose gefunden wird. Die Divergenz kann nicht ausschließlich auf die Kigendrehung 
der Extrakte bzw. den tJbertritt [229] linksdrehender vSubstanzen aus der Hefe in 
das Reaktionsgenlisch zurückgeführt werden. Die Tatsache, daß bei Anwendung 
von Hefeauszügen die Differenz mit der Dünge der Versuchsdauer zunimmt, deutet 
vielmehr auf eine chemische Reaktion des Zuckers mit Inhaltsstoffen der Hefe’. 

1. Beispiel. Extrakt aus Eöweiibräuliefc mit «-IMcthylglucosid. 

iiacli 60 l\Iimitcii nach 155 Minuten 
optisch 29,0 49,1 I 

rcduktonictri.sch 26,2 41,5 % Spaltung 

Differenz 2,X 4,9 ) 

2, Beispiel. Für A-Athylglucosid ergaben sich: 

nach 60 Minuten nach 155 Minuten 
optisch 29, <S 52,0 I 

rcduktüiiietrisch 28,6 49,6 i % vSpaltung 

Differenz 1,2 2,4 j 

Zu allen folgenden Versuchen bedienten wir uns der polarimetrischen Bcstimniungs- 
methode und ließen das Enzym, der Definition des Enzymwertes entsprechend, in 
2,889proz. Äthylglucosidlösung von />„ = 6,8 ("7i5-Phosphat enthaltend) wirken. Nach 
Verdünnung mit ^5 Volumen 2n-Sodalösung beträgt die Anfangsdrehung des Reak- 
tionsgemlsches im 2 dm- Rohr 7,207 die Enddrehung 2,20°. Als optimales ergab 
sich unter Anwendung eines Chloroformauszugs aus frischer Döwenbräiihcfe 6,8. 
Bei 6,4 und 7,2 war die Wirksamkeit um 5% geringer. 

' Vgl. H. SoBOTKA: Zur Kenntnis der Trockenhefe, Diese Zs. (ün Druck) {Abh. 71). 
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Proportionalität von Knzynimcnge und Reaktionsgeschwindigkeit ist ini ge- 
prüften Bereich von 1:10 genau erfüllt. 

DrdiunKSüliiialiiiiL' Spaliiint; 

T^lin. (°) 

4<> e.l.S 48,6 

40 ^41 4^4 

Die Kinetik der Glucosidhydrolysc folgt bald dem Gesetz für eine monoinolarc 
Reaktion, bald verläuft die Zeit-Umsatz-Kurve wesentlich flacher. Als Beispiele 
seien zwei mit Pixtrakten [230] aus Röwenbräuliefe (Tab. 3) und ein mit llefeauszug 
aus (3ttokringer Brauerei liefe (Tab. 4) ausgeführter \Trsuch mitgeteilt. 


CC'lll 

I 

O, I 


Tabelle 3. 

Zeitlicher Verlauf der Atliylgliicosidspaltiing; Löweiibräuliefeausziig. 
30 ‘G 2,889% Substrat, pw 6,8. 


Zeit 

. ronnantraiial Spaltumr 

X (Tin verbr. ' , 

k . io‘ 

Min. 

ccni 

1 


55 

5 6 .(v 7 

28,6 

26,6 

95 

4 « 8,77 

45.7 

27.9 

125 

7-«86 

54.0 

27,0 

155 

3 0,04 

63 ,(.) 

27.8 

185 

b ,34 

6^,6 

2^,1 

215 

2 7,08 

72,0 

29,2 

265 

8,o() 

834 

29,4 

60 

5 4,58 

18,8 

15.9 

1 20 

1 


14.5 

T 80 

3 6,93 

4 5.2 

14,5 

240 

3 8,03 

5 5,2 

14.5 

300 

2 (),39 

65,2 

15,3 

420 

2 7.60 

78,6 

15,9 


Tabelle 

4 - 


des ^v-Ätliylglucosids durch 1 

«hizynilösuiig 

aus Ottakri 


Vcrsiiclrsbedingungen 

wie in Tab(41e 

3. 

Zeit 

1 iiilnuiüisahuahinc 

Spaltnnj' 

k • 10* 

Min. 

n 

(%) 

3 <^ 

f >.74 

T4,8 

23,2 

60 

1.24 

24.8 

20,6 

120 

483 

36,6 

16,5 

180 

2.25 

45.0 

14.5 

240 

2,55 

51.0 

12.9 

320 

2,80 

56,0 

11,1 


C. Zur Hydrolyse des A-Phenylglucosids. 

Den Reaktionsverlauf verfolgten wir wie beim Amygdalin mittels der Kupfer- 
methode. Der Definition von Knzymwert [231] entsiirechend waren 0,3556 g des 
Glucosids in 10 ccm Phosphatgemisch von 6,8 enthalten. Bei wechselnder Acidität 
fanden wir nämlich 6,8 etwas gümstiger als 6,4 und 7,2. Proportionalität von Per- 
mentmenge und ' Hydrolysengeschwindigkeit gilt für den geprüften Bereich 1:6. 
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Jinzymnienge 

Zeit 

Cu aus I ccm 

.Sj)altunj' 

111 IO ccm 1 

(Min.) 

(ni«) 

! (%) 

0,15 1 

*95 

2 * 1.9 1 

49,1 

0,90 i 

3^.5 

24.7 

48.8 


Der in Tab. 5 wiedcrgej^ebenc Verlauf der Zuckerbildung fügt sich bis zu etwa 
5ü% Spaltung gut der von R. Wiixstättkr und W. STEiiuaT für die Hydrolyse 
des A-Methylglucdsids mitgeteilteii Kurve. 


Tabelle 5. Kinetik der «-riienylglucosidspaltnng. 
3 ^^“’ Gluclsod; pn -- 6,8. 


Zeit 

(Min.) 

-t Ccm 

vcrbi. 

! Permanganat ■ 
(ccm) i 

SpaUung 1 

(%) 

k • 10* 

3 ^* 


1.74 

16,8 

26, s 

70 i 

2 

2.97 

29,0 

21,2 

120 


; 3.96 

38.8 

17.8 

IQ 5 

I 

2.54 

49.9 

*5.0 

275 

I 

! 2,86 

55.0 

12,6 

450 

I 

3.18 

62,0 

9.0 


3. Die Enzymwerte und ihre Quotienten, 

In den Tab. 6 und 7 sind jene Knzyniwerte, die für eine Reaktion erster Ord- 
nung berechnet sind, mit -f versehen. Die übrigen sind graphisch nach der erwähnten 
Methylglucosidasekurve gefunden worden. Von den untersuchten Hefen weisen in 
idjercinslimmung mit den früheren Erfahrungen die Münchener Brauereihefen die 
stärkste Maltasewirkung auf. Spatenbräu- und Döwenbräuhefc sind auch für die 
Hydrolyse der übrigen Substrate am besten geeignet. Die maltaseärmerc [232] dänische 


Tabelle 6. 

Wirkung frisclier liefen auf .Alalzzucker. ^-Methyl-, ^-Atliyl-, ^x-Plienylglucosid 

.sowie Amygdalin. 


Nr. llcfr 

Maltasc- 

Wert 

1 a-Mcllnigl.- 
i Wert 

rt: Atlnigl.- 
i Wert 

a -PhciivU;!,- 
Wert 

Amvgil. 

! W'crl 

I Kopenhageiier 

3.28 

3.84 i 

*1.76 

21,7 

0' 

(20. XII. 21) 

3.22 

3.77 + 

4.61 

20,8 

O“ 

2 Kopenliageiier 


3.45 

7.14 !• 

]6,2 


(10. lir. 22) : 


345 

6,67 

* 5,7 


^ Ottakringer i 

*3,3 

5 ,00 

7,68 -I 

42,6 

0,167 

(13* 1.22) ' 


‘ 1.55 

6,67 i 

38,5 

0,159 

4 Ottakringer 

(*5*111.22) 


4.88 

14.0 

14,8 

*38 

*39 


^ vSpatenbräu i 

30,3 

8.5.) 1 

24.4 T : 

156 

0,200 

' (27* I* 22) 

30 .. 3 

8,40 -1 

, 20„) i i 

*54 


6 l/ö wen brau ■ 

37.0 

7.52 

22,7 4 

*5 1 

0,278 

(*9*1*22) ! 


7.4b 

19.9 i 

*59 

7 Stadlauer ■ 

(0,1) 

(0.14) 


1,25 

0,278 

8 ’ Ras.se XII ! 

( 0 , 5 ) 

(().T 9 ) 

; 

1.48 

0^ 

9 j Rasse M ! 

( 0 . 7 ) 

(0,37) 



2,10 

O^ 


Bestinimungsdauer 4 Tage. 
Bestinimung.sdauer i Tag. 


Be.stiinmuiig.sdauer 20 Tage. 
Bcstiinmungsdauer 5 Tage. 
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Bäckerliefe wirkt auch auf M'ctliyl-, Äthyl- und Phcnylghicosid schwächer, während 
sie der Aniygdalase entbehrt. Die maltasearmcn Brenncreihefen U und XTT spalten 
auch das a-Phcnylglucosid bedeutend lang.sanier als die übrigen Hefen. Kine Wirkung 
auf Amygdalin konnte hier überhaupt nicht festgestellt werden. Auffallend ist der 
Amygdalasereiclitum der Preßhefe von vStadlau, die sich hinsichtlich ihrer sonstigen 
Glucosidasewerte den Berliner Brenncreihefen anreilit. 

Die Wirkungswerte der Ilefeausztige (Tab. 7) entsprechen iin wesentlichen denen 
des Ausgangsinaterials. Bemerkenswert ist der verhältnismäßig günstige Amygdalasc- 
wert [233] eines Auszugs aus einer Kopenhagener Plefe, die Honatc später als 
die in Tab. 6 (Nr. i) vcrzeichnete amygdala.sefreie kieferung bezogen wurde. 


Tabelle 7. Wirkuiigswerte verseliiedener Hefeauszüge. 




j 

l^Iallase 

.X Metlivl};!.- 

1 A-AthvU;l.- 

A-l’heiivlv;l,- 




1 

Wert 

W»Mt 

Wert 

1 M'e 

•t i 

Wert 

IO 

Kopenhagener .... 


0,80 

0,14 




0, 1 3 


(10. ITT. 22) 


0,78 


' 




1 1 

Weißbräu 


2 5 ,0 

Ö -37 

17 . .3 7 



n,I 4 


(15.11.22) 



6,49 

17,0 -- 




12 

Hofbräu 


7 1 .4 

12,0 

27,^^ V 

222 


0,20 


(2^2.11.22) 



11,8 

25,7 -i- 

232 



13 

Pscliorrbräu .... 


32.3 

0.34 

23 ,i^ -r 

198 


0,40 


(6. 11. 22) 


32.3 

0,62 

22,2 




14 

Ottakringer 


14.9 

4.54 

19,9 

118 




(15.ni.22) 



4.54 

19.9 




14a 

Derselbe 



2,44 

7.94 

76 

9 



2 Tage älter .... 




2,38 

7.94 





vSpatenbräu 


3 b 3 

7.14 

23.3 : 

187 




(27. 1. 23) 



7.04 

20,8 -r 

185 



16 

köwenbräuliefe 









(14. H.22) 


27,0 

6,67 

18,2 -i 




i6a 

Derselbe, 4 Tage älter 



1,-39 

3.51 -r 




16 b 

Derselbe, 7 Tage älter 



1,07 

2,74 ; 




17 

i köweiiliräuliefe 









! (21. III. 22) 



5.74 

15.2 -i 




I/U 

Derselbe 



0,00 

0,71 4 - 





6 Tage später .... 



0.01 

1,00 • 




[234] 

Tabelle 

8. Knzyinwe] 

rtquotienten der liefen. 





rv-Mcth 

Äth\ 

1 ■ A-Phen. 

.Ainvdr,'. < 

r-.\Uiyl 

.V Plieii. 

.\mygil. 

Nr. 

liefe j ■ 

Malt. 

~ Malt. 

1 Malt. 

Malt. 

-Metb. 

A-Meth. 

' ,x-Metli. 

I 

Kopeiiliagener . . . 

1.17 

1.44 

b ,53 

0,00 

1.23 

5.59 

0,00 

2 

Kopenhagener . . . 





2,00 

4.62 


3 

Ottakringer .... 

‘>-30 

0.54 

3-05 

0,012 

1,50 

8,63 

28,4 

<9034 

4 

Ottakringer .... 





3.05 


5 1 

vSpatenbräu .... 

0,28 

<974 

^ 5.12 

0,0066 

2,65 

18.3 

0,024 

6 i 

Löwenbräu 

0.20 

0.57 

4.22 

o,txv5 

2,82 

20,9 

0,037 

7 

Stadlauer 

(1,4) 


(12.5) 

(2.78) 


(‘^. 9 ) 

(2,0) 

8 

Rasse XII 

(0,38) 

( 3 ,^h 

0,0 


( 7 , 8 ) 

0,0 

9 

Rasse M . 

( 0 , 53 ) 


(3,0) 

0,0 


( 5 , 7 ) 

0,0 
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R. \\’ii,i,sTÄ'rfKR, R. Kuhn und II. vSobotka: 


Die Tab. 8 und 9 unterrichteten über das Verhältnis der in den Tab. 6 und 7 
angeführten Enzymwerte. Die Zahlen der 3. bis 6. Spalte sind auf Maltasc, die der 
7, bis 9; auf ^v-Methylglucosidase bezogen. 


Tabelle 


xtrakt aui? 


10 Kopeiiliagener 

1 1 Weißbräu . 

1 2 Hofbräu . . 

1 3 Pscliorrbräu 

14 Ottakringer 
14a Ottakringer 

1 5 Spatenbräu 

16 Löwenbräu . 
i6a Löwenbräu . 
]6b Löwenbräu . 

1 7 I Löwenbräu . 
17a I Löwenbräu . 


9. Kii/.ymwcrtquotienten der Extrakte. 



rt-Äthyl ! rt-riu'ii j Aiiiygd. 

i\-Älhvl 


Malt. 

Malt. ■ Malt. ' Malt. 

r\-Mcth. 

(X-Melh. 

0,1 8 

1 0,16 

— 




0,26 

<>/>9 • . . . 0,0056 

2,68 


0,17 

0.37 3.18 0,0028 

2,25 

I9.I 

0,29 

0,71 6,12 ; 0,012 

2,44 

20,9 

0,30 

1.34 7.92 

4.38 

26,0 , 



.3.29 

31-9 

i 0,23 ; 

0,70 sm ' 

.bl I 

26,2 

0,25 

0,67 .... 

2.7.1 




2..L^ 




2,56 


.... 1 


2,65 




>100 



Das scheinbare Mengenverhältnis der ^v-:\Iethylglucüsidase zur I^Ialtase schwankt 
bei den angeführten Hefen zwischen 0,2 für Löwenbräuhefe und 1,4 für die Preßhefe 
A 011 Stadlau. (geringer sind die Schwankungen, die bei den Auszügen gefunden wurden. 
Die extremen Quotienten (Hofbräu- und Ottakringer Hefeauszug) verhalten sich 
wie 4:7. Die auf Maltase bezogenen Athylwertiiuotienten (0,5 bis 1,4) differieren bei 
den [235] Hefen nur halb so stark wie die entsprechenden l\Iethylwcrtqtiotienten. Sic' 
erreichen dagegen bei den Itnzynilösungeii das Verhältnis 0,37 (Hofbräii) zu 1,34 
(Auszug aus Ottakringer Hefe). Bei denselben Extrakten ergeben sich auch die größten 


Unterschiede für das Verhältnis Phenylglucosidase: Maltasc und Äthyl- :Mcthylgluco- 
sidasc (2,25 bzw. 4,38). 


4. Die Affinitäten der Maltasen. 

Bei der Bestimmung der Aktivitäts-/).,- Kurven beschränkten wir uns auf den 
\ erglcich des Malzzuckers mit den einfachsten Vertretern der aliphatischen und aro- 
matischen ^-Olucoside. Als Iwrment dienten durchwegs loproz. Neutralauszüge aus 
getrockneten Hefen. Wir entschieden uns für zwei nach Tab. 9 möglichst verschiedene 
Brauereihefen, nämlich für die Hefe Nr, 12 (Hofbräu) und (in P:rmangelung der Otta- 
kringer Bierhefe) für eine am 2. II. 1923 getrocknete Hefe der Löwenbrauerci ; als 
Bremiereihefe wurde ein getrockneter Anteil der in den Tab. 6 und 8 mit Nr. i 
bezeichneten Kopenhagener Hefe gewählt. Von den Ivxtrakten ließen wir für die vSpal- 
tung von jMaltose und Methylghicosid je 10 ccm, für die des Phenylderivates 0,5 ccm 
in 50 ccm o,4n-Phosphat (^j, — 6^8) enthaltenden Olticosidlösungcn wechselnder 
Konzentration bei 30® i 0,05° wirken. Zur Sistierung der Knzyniwirkung wurden in 
der Regel 10 ccm i proz. Mercurichloridlösung auf 10 ccm Reaktionsgemisch an- 
gewandt; der Spaltungsgrad wurde frühe.stcns nach ßstündigem Stehen polarimetrisch 
ermittelt. Bei den in der 4. Spalte der Tab. 10 bis 17 angeführten Drehungswerten 
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ist der Verdünnung durch die Subliiiiatlösung bereits Rechnung getragen. Die zu 
jeder Affinitätsmessuiig gehörigen 5 bis 6 Versuche setzten wir gleichzeitig an. Wegen 
der gMingen Haltbarkeit der Maltaselüsungen sind die in Tab. 18 verzoichneten 
Reaktionskonstanten in o,i4n-hösung' noch besonders ermittelt worden. Hie Affini- 
täten zu den verschiedenen Substraten konnten wir nämlich nicht mit ein und der- 
selben Knzymlösung an einem Tage bestimnieii. 


[236] TalH'lle IO. Löweiiliräulicfc', ^raltoso. 

Ü'yi/rt = 0,12 


1 IMaltoSc] 

-logf/l/a] 

Zeit 

(Min.) 

nrt'liiiiig 

i (“) 

I -ndiiings- 
abtuihme 

('■•) 

Relative 
Aiil.ni^js- 
tjeschw. 
(10 Min.) 

KM ) n 

IaT, ; ^;ct, , ,1 

0,240 

0,62 

0 

^ [22.76] 








0,8 

22,64 

0,12 






20,3 

19,72 

3.04 

200 

66,6 68,3 

T 67 



40,2 

1 08,38 

4.38 


1 




70,2 

i 17,26 

5.50 


1 


0,142 

0,85 

0 

i Lhb 37 ] 







1 ,0 

i 6b 26 

0,1 I 


' 




20. ? 

1 1 ,06 

2,31 

652 

53.2 ! 51,8 

- - 1,4 



40,2 

, 10,02 

3-35 






70.0 

i 

4,27 




0,0937 

b 03 


: [8,84] ’ 

— 






0,8 

! 8.76 

0,08 






20,0 

1 6,86 

1,98 

1 3 <-> 

43.8 : 44.4 

-1 0,6 



40,0 

6,10 

2,74 






99,3 

5,44 

3.40 




0,0466 

1-33 

0 

' [■1.39] 







0.8 

i 4.34 

0,05 






19,6 

3.14 

1,25 

80 

28,2 27,4 

— 0,6 



40,0 

2,64 

b 75 






;o ,5 

2,40 

1 .99 


! 


0,0234 

I-Ö3 

0 

i [2,18] 

— i 


i 




0,8 

^ 2,16 

0,02 






30,0 

, 1.28 

0,90 ' 

50 

16,4 17,0 

-i- 0,0 

1 


71,0 

i ] .ü8 

1.10 




0,0117 

1-93 

0 

! [609] 



j ä 




0,6 

1.08 

0,01 

27 

0,2 9,2 ! 

.6 0 



3 '.3 

' 0,50 

0,50 






70.0 

; 0,48 

0,01 


' 




Tabelle ii. Tlofbi äiihefe, 

^laltose. 





A'.U ,7 

- - 0.145. 




0,245 I 

0,61 

0 

[23.10] 

— 


1 




0,8 

22,94 

0,16 


, 




6,0 

2 1 ,92 

1,18 

(147) 

62,8 : ( 71 , 4 ) 1 

(-6 8.6) 



20,6 

20,64 

2.46 


1 




40,2 

20,00 

3,10 


! 1 



Anstatt der in den früheren Untersiicliiingen über tMaltase gewählten Konzentra- 
tion 0,139. 
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R. \Vii,i,sxÄTTKR, R. Kuhn und H. Sobütka: 


Tabellen. (Fortsetzung.) 


f Maltose] l>-g[.Ud] 2 :cit 

(Min.) 

Drehuii',; 

( ) 

— 

DrehunKS- 

abiiahmc 

D 

Relative 

Anfangs- 

geschw. 

(10 Min.) 

her. 

100 ij 

gef. 

1 

0,146 0,84 0 







Ü .7 

13.72 

0,08 





6,0 

13.T- 

0,68 

Iü6 

50,2 

50,4 

-| 0,2 

‘ 3 U 2 

11.82 

1,98 





3S,o 

1 1 ,40 

2,40 





0,0048 1,02 0 

[9.4«] 

- 





0,6 

9,42 

o,ü6 





10,9 

•8,54 

0,94 

86 

40,9 

40,9 

i 0 

24.8 

8,06 

1,42 





49.2 

7.54 

1.94 





0.0472 , 1,33 0 

[4.45] 

— 





0.7 

4,42 

0,03 




io,s 

3-94 

0,51 

51 

2 . 4 /. 

24.3 

— 0,3 

25.8 

3.58 

0,87 


1 


50,2 

3.24 

1,21 




0,0293 F53 0 

[2,26] 

— 


l 


0,7 

2,24 

0,02 





15.^ 

1,80 

0,46 

31 

14.2 

14.7 

■rO ,5 

4 id 

1.39 

0,87 





0,0107 1,97 0 

fi.oil 






0,6 

1 ,00 

0,01 





15,0 

0,84 

0,17 

17 

6,9 

8,1 

•| A 2 

39-0 

0,61 

0,40 





Tabelle 

12. Kopeiihagener Tiefe, Maltose. 



A 

.,/« -- 0,30. 




0,313 0,50 , 0 

[29.501 






1,0 

29,40 

0,16 





26,0 

25.83 

3.73 

(420) 

51-f’ 



8;, 2 

24.30 

5 . 2 () 





0,193 0,71 0 

[18,20] 

— 





0,8 

18,16 

0,04 





40,2 

1 6,06 

2.14 

213 

39.1 

39-2 

-1-0,1 

82,4 

15-48 

2,72 





184,8 

14,08 

4.14 





o,(,)y72 1,01 0 

[9,18] 

— 





0,8 

9, 16 

0,02 





40,8 

7.84 

1.34 

A 3 2 

24-5 

24.3 

— 0,2 

1 79.9 

7.44 

1.74 





[238] ' 173,6 

6,64 

2.54 





0,0473 1.33 0 

: [ 4 , 5 ^>J 






1,0 

1 4.54 

0,02 





40.4 

3.82 

0,74 

73 

I 3 .f> 

13.5 

- - 0, 1 

79 , 

3.54 

1,02 





! 175-5 

1 3 .^^ 

1,50 





0,0231 1,64 1 0 

[2,07] 

— 





1,2 

2,06 

0,01 





40.4 

1,68 

' 0,39 

38 

6,8 

7.0 

1 - 0,2 

81.1 

j 1.46 

0,61 





179,0 

! 1,18 

0,89 

1 
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Tabelle 13.. Röwenbräiihefe, rv-Metliylglucosid. 

R ,,, ^ 0.07 


[ Methyl - 
glucosid] 


Zeit . 

OrehuiiL; 

T)^ehull^;s- 

ahiialime 

Kelative 

AiitaiiK>^ 

>;esch\v. 


n ,o • 




(Mm.) 

( ) 

('■) 


he.-. 1 

t;ef. 

1 

0,2505 

0,61 ) 

0 

h5.35J 








0.5 

15,32 

0.03 







30 

1 3,60 

1.75 

12^: 

77,0 • 

7/, > 

i' 0,3 



60 j 

12,60 

2.7^ 







J 00 : 

1 1,82 

3.53 





0,1205 

0,92 

n ; 

I7.40I ; 





• 



1 .0 : 

7.3<'i 

0,04 







31.5 

(),()8 

1.32 

08 

0.1,8 

()i,9 

: 0, 1 



60 j 

5.44 

1 ,C/) 







lOt) 1 

4.82 

2.58 





ü,()6o!5 

1,22 ; 

0 ! 

I3.73I 







! 

0.5 

3.72 

O.OI 







3'->,5 

2,86 

0,87 

! 98 

44.-^ 

44,2 : 

1 , 



6( ) 

2.42 1 

1.31 







1 00 

2,16 : 

1.57 





0,0313 

' 1,50 

0 

I1.92J : 

— 







0.5 

1.91 

0,01 


28,9 : 

28 7 




0,6 1 

44 

-- 0.2 



35 

1.3 1 





80 : 

0,99 

0,93 





0,01 5S 

! 1,80 

0 

Lo, 97 J 

— 







1 

0,96 

0,01 

2() 

17,4 

17.9 

1 0,2 



35 

o/>4 

0,33 







0.42 

0,55 





[239] 


Tabelle i. 

Ilofbräuliefe , 

•Metliy IgliieOvsid. 






Kmc 

- - 0,028 





0,23 1 

0,64 

0 

fl 

- 







0,8 

14.12 

0,03 







10,2 

13.76 

o,3(> 


89,3 

( - ■ 100) 




5‘’ 

1 2,80 

1.35 




1 



1 0(.) 

1 1 .92 

2,23 




1 

o,ii(; 

0,92 

0 

I7.28] 








0,8 

7,26 

0,02 







45 

^>.54 

0.74 

53 

81.0 

81,0 

' : 0 



90,2 

6,04 

1.24 







135 

5.7‘^ 

1 ,50 





0,0567 

1,25 

0 

[3,47] 

-- 




1 



0,6 

3.45 

0,02 







50 

2,80 

0,67 

43 

67,0 

96,4 

— 0,9 



90 

2,56 

o,gi 







134.6 

2,28 

1.19 





0,0284 

1.55 

0 

[1.71J 





! 



0,8 

1.73 

0,01 


30, 3 

31,0 

! 0,7 



57.4 

1 .20 

0,5.1. 



' 




1 19.2 

0,92 

0,82 





0,0158 

1,80 

0 

10,97 1 

— 







0,7 

o ,()7 


23 

36,0 

55.0 

[ — 0,1 



61,2 

0,60 

0,37 





! 

120,3 

0.43 

0,54 



1 



' Der erste \T^rsudi war 4 vStuiiclen vor den andern Versiielieii angesetzt worden. 


Willslällcr, r;iizyiue. 
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R. WIUSTÄTTKR, R. Kuiix und H. SoboTka: 

Tabelle 15. Kopeiiliagener Hefe, A-Metliylglucosid 

0,037. 


[Methyl- 

Klucüsid] 


Zeit 

DrelniUK 

Drduuii.s- 

al)nalunc 

! Relative 
Anfaiigs- 
! gesehw. 



aiin.) 

(“) 

! (9 

! (jo Min.) 

<^^303 

0,52 

0 

[18,58] 





1 ,0 

'8.54 

0,04 




20,0 

18,14 

0,44 

(46)^' 



75.0 

17,84 

1 0,7.^ 




171.2 

17.22 

1 1.3^’ 


0,199 

0,70 

0 

[12.21] 

__ 




0.7 

12,20 

0,01 




60,7 

1 1 ,68 

0.53 

37 

[240] 


134.9 

323.0 

11.24 

10,54 

0.97 

1,67 


0,098 

],OI 

« 1 






0.7} 

6,02 ! 





60. 1 

5,60 

0,42 

31 



127,6 

5.30 ! 

0,72 




319.4 

4.73 

1,29 


0,0512 

t,29 

0 1 

1 





0.;} 

3.14 





70,3 

2.76 

0,38 

“5 



129,6 

2,50 

0,6.} 




31 «.3 

2.14 

1 ,00 


0,0261 

1.58 

0 1 






0,8 ) 

1,60 

- 




75.0 

1,26 

0.3 1 

18 



133.7 

1.14 

0,1 6 




320,6 

0,()2 

0,68 



Tabelle 16. Löweiibräuliefe, Ä-Plienylt 
Kph __ 0.0 t;o. 


ducosid. 


-Ir,ß[/Vij 

Zeit 

(Min.) 

Drehling 

(■■) 

l»reliutigs- 

abualiine 

(") 

Relative 
Anfaiigs- 
gesdnv. 
(lo Min.) 

1,09 

0 

' [7,50] 





0,8 

1 7.44 

0,06 

50 


lO.I 

6,00 

0,60 


1,41 

0 

l3.fH] 




0.7 

3 . 5 '^» 

0,05 



9.9 

3.20 

0,41 

41 


19.9 

2,96 

0,65 



30,2 

2,80 

0,81 


1.75 

0 

[i.^>5l 

__ 



0.8 

1,62 

0,03 



10,0 

1 ,40 

0,25 

25 


20,0 

1,20 

0.45 



30, 1 

1 ,(K) 

0,61; 


2,05 

0 

[0,71] 




0,9 

0,70 

0,01 



10,2 

0.55 

0,1 6 

16 


20,0 

0.39 

0,32 



30,2 

0.29 

0,42 



61.8 i 6 


4 , 


Mehrere Stunden früher angesetzt 
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[241] Tabelle 17. llofbräuliefe, a-riieiiylglueosid. 

A'/’/i = 0,021. 


[Phcnyl- 

glucosidj 

: - log [ p/o ! 

Zeit 

(Min.) 

I Heilung 

C) 

1 Heinings - 
alnialmie 

(•4 

Kelative 

.\iifangs- 

geschw. 

(10 Min.) 

her. j 

100 ,j , 

gef. ; .1 

0,0842 

1,07 

0 

[ 7,791 



! 

i 



0.9 

7.7b 

0,03 

47 

80,0 




5.2 

7 , 5 (> 

0,29 

• 

, i 

• 

0,0443 

A 1.33 

0 

[4.1 il 

— 






1 .1 

4.08 

0,03 






II .3 

3.7b 

<>.35 

3 <'> 

b 7 ,</ 

68,0 i 0,1 


1 

22,0 

3.40 

0,71 





* 

37.2 

3.12 

0,99 




0,0202 

I .bo 

0 

[1,88] 







0,8 

1,86 

0,02 






11,5 

1,62 

0,2b 

22 

49 .^ 

,(9,8 i'O.b 



26.1 

1.3 b 

0,52 






42,2 

i,ib 

0,72 




0,0140 

1.85 

0 

[1,30] 

— 






e ,7 

1,28 

0,02 






12,2 

1,10 

0,2(^ 

17 

39.9 

30,3 ; — 0,6 



24.8 

0,92 

0,38 






42,3 

O.bC) 

0,64 




0,0078 

2,1 I 

0 

[<->,731 

— 






0,4 

0,72 

0,01 






13.9 

0,58 

0, 1 5 

12 

27,2 

27.2 ; 4- 0 



27,2 

f >.43 

0,30 






42.2 

0,25 

0,48 





Tn wiederholten Versuchen konnten wir uns jedoch davon überzeugen, daß gleich- 
mäßig bereitete Auszüge aus einer bestimmten Trockenhefe in ihrer Wirksamkeit 
genügend übereinstimmten. Wegen der wechselnden Kinetik der einzelnen Kydrolysen 
sind in Tab. icS die Reaktionskonstanten graphi.sch für die Zeit t ----- 0 extra])oliert. 

Daneben sind die den Tab. 10 bis 17 entnommenen scheinbaren Dissoziations- 
konstanten der Reaktionszwischenprodukte verzeichnet. Wie die /i-Cducosidase des 
Emulsins, so besitzt auch die Maltase der Hefe zum aliphatischen Glucosid [242] durch- 
schnittlich kleinere Affinität als zum Derivat des Idieiiols. Allerdings ist die Reihen- 
folge der Affinitäten bei den einzelnen Maltasen nicht die gleiclie. 


Tabello iS. 

Reaktioii.s- und Di.s.soziation.skoii.staiiteii der iiiitersuclilcii ^Maltaselösungen. 


Kcaktionskoiistaiitt' ■ n 
Trocken liPlV in 50 i 


.■XiisziiK aus 


böwcnbräuhefc 

Hofbräulicfe 

Kopeiihageiicr Hefe . . . . 


Maltose 


QI 


j .Methyl - 
I glucosid 

1 ^ 

! 23 ' 

! 15.5 i 


1 1 


‘ für I i; 
■in 


Dissoziationskonstaiite 


rluiiyl- 
j;luci )si(l 


Maltose 


6.^2 0,12 


.33^1 


».145 

0,30 


Methyl- I Tlienyl- 
v;hicosid j Kliicosid 


0,075 ' 0,050 
0,02.S * 0,02 1 
e >,037 : 


Die Quotienten der Reaktioiiskonstanten ()o,i4u gehen aus der 2. und 4. Spalte 
der Tab. 19 Imrvor. Sie differieren für Methylglucosid zu Maltose wie 1:2,5. Eie 
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• auf die Substratkonzentration [S] - ex- reduzierten Quotienten (3. Spalte) sind da- 
gegen weit innerhalb der möglichen Versuchsfehler von ±20% konstant. Durch die 
grcjße Affinität der Maltase zum «-Phenylglucosid (q in o,i4n-Dösung > 3 /^) ist es 
bedingt, daß trotz der im Verhältnis 1:2,5 schwankenden Ä:p;,-Werte, die Quotienten 
für Phenylghicosid : Maltose bei übereinstimmendem k^j^, nur wie 1:1,5 divergieren. 
Aber auch diese Divergenz verringert sich bei Berücksichtigung der Verschiedenheit 
der scheinbaren Dissoziationsreste. 

Tabelle iq. Vergleich der beobacliteteii und reduzierten Knzyinwcrtquotienten. 


Ktizym aus 

^[cthyluluc. / Maltose 

Oo.l, 

T’heiiyl^luc. / Maltose 

C(Mt : Ox: 

Iyöwi'n1)räuliefe 

Hofbräuhefe 

Kopeiiliageiier Hefe 

0,25 0,21 

0,31 0,18 

0, sO 0,23 

7-0 5,1 

10,7 6,1 





Zeitschrift für physikalische Chemie 109, vS. 65 [1924]. 


87. VERGLEICH VON H -IONEN- UND FERMENTKATALYSE EINIGER 
ZUCKERARTEN UND GLUCOSIDE. 

\’on Richard Kuhn und Harry Sobotka. 

(Mitteilung aus dem Clicm. Laboratorium der JUiyer. Akad. d. W'isseiiseli. in Müiiclieii.) 

(Mit 2 Al>bildmigeii im Text.) 

(Kingegangen am 31. i. 24.) 

I. Der wichtige Befund Tv Aedkrhai.dk^’S und seiner Mitarbeiter', daß der 
zeitliche Verlauf enzymatischer rolypeptids])altungen nur durch Zusatz der in den 
natürlichen Ei\veißk()r])ern vorkommenden Aminosäuren in ausgesprochenem Maße 
verzögert wird, hat vor kurzem ein ('regenstück in der Chemie der Kohlehydrate 
gefunden. Ks wurde beobachtetü daß die fermentative Hydrolyse gewisser Zucker 
und Crlucoside nur durch diejenige Form des Traubenzuckers (v- oder /kC'.lucose), 
die im Aufbau dieser Stoffe beteiligt ist, gehemmt wird. Ks ist hierin eine neue Stütze 
für die Annahme zu erblicken, daß die enzymatische H>-drolyse der Zuckerderivate 
ihren Weg über Knzym-Zucker-Wrbindungen von bestimmter Konfiguration nimmt. 
Der verschiedenartige Bau dieser Reaktionszwischenprodukte, der z. B. bei der S])ab 
tung von Disacchariden vorhergesehen, aber in diesem Falle durch Analyse der Reak- 
tionsendprodukte nicht festgestellt werden kann-y [66] ging auf diese Weise beim 
Vergleich verschiedener Saccharasen hervor, von denen die der Münchener T.öwen- 
b^-äuliefc den Rohrzucker am Fructose-, jene des Aspergillus or^'zae dagegen am 
^Uueoserest bindet. 

Die wechselnde Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten von der Konzen- 
tration der Zucker und (Bucoside hat ferner am Beis|)iel d(\s Ilefeinvertins') und der 
/^-Clucosidase des Kmtilsins') die bedeutenden Unterschiede der Affinitäten dargetan, 
die ein bestimmtes Knzyni zu nahe verwandten Substraten aufweisen kann. 

' F. iVimKRHACDivN mul A. (Ik'.on, Zeitsdir. f. physiol. Chemie 53. 251 [1907 j; Iv. Abdur- 
hardkn und M. (Ajc.GKMIKIM, Zeitsdir. f. physiol. Chemie 54, 331 | igoHJ. 

* R. Kliiix, Zeitsdir. f. physiol. Chemie 127, 234 [lo-yt]; 129, 57 [1023] [Ahh. <Sj und 

^ Bei der Raffiiiose sind dagegen die ver.sehiedeneii Angriffspunkte des Fmulsins und In- 
vertins am Auftreten von Galactuse -1 Rohrzucker bzw. I'rnctosc -j Melibiose erkennbar. 

b Zeitsdir. f. physiol. Chemie 125, 28 [1022/23] [Ahh. Si). 

R. Wirj,sXÄTTKR, R. Kuhn und IT. vSobotka, Zeitsdir. f. physiol. Chemie 129, 33 [ig-U 
{Ahh. 83). 
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2. Die vorliegenden Messungen gestatten nun eine Vertiefung der Problemstellung 
E. 1 '. ARMSTKüNGs.b dcsscii Untersuchungen der ,,sucroclastic action of acids as con- 
trasted wltli tliat of enzymes'' gegolten haben. Sic führen zu der Frage, in welchem 
W^rhältnis die Hydrolysengcschvvindigkeiten bei gleicher Konzentra- 
tion der Rcaktionszwischenprodukte stehen. Es handelt sich jedoch nicht 
um den Vergleich der Katalysen bei äquiniolarer Konzentration der Enzyni-Zucker- 
imd der entsprechenden H‘-Zuckerverbindungen bei gleicher Temperatur, leinen sol- 
chen \^ergleich, der sich auf die absolute Konzentration des Enzyms stützt, hat H. vox 
Euler für die Inversion des Rohrzuckers angestellt. Es soll \’ielniehr geprüft werden, 
in w^elcheni Verhältnis die Geschwindigkeiten des Umsatzes stehen, wenn einerseits 
gleiche Mengen der Verbindungen eines bestimmten Enzyms mit verschiedenen 
Glucosiden, andererseits gleiche Mengen der Verbindungen des H'-Ions mit denselben 
Glucosidcn zerfallen. 

Unter den von Arälstrong eingehaltenen Versuchsbedingungen w'aren die Kon- 
zentrationen der Enzym-Zucker-Verbindungen überaus verschieden. Jvr ließ nämlich 
gleiche Fermentmengen auf äquimolare verdünnte Zuckerlösungen wirken. \'on be- 
sonderen I'ällen^ abgesehen, wird aber nur der Vergleich der für unendlich hohe 
Substratkonzentration extrapolierten Umsätze, die durch gleiche Enzymmengen in 
gleichen Zeiten bewirkt werden, über die relative Zerfallsgeschwindigkeit der Reak- 
tionszwischenprodukte Auskunft geben. Erblickt man nämlich mit E. Michaelis 
und i\I. E. Mexten^ in den Aktivitäts-/) 5 -Kurven die Dissoziationsrestkurven der 
Enzymsubstratverbindungen, [67] dann werden die Konzentrationen der letzteren für 
[S’ l - cx) unter einander und mit der Gesamtkonzentration des Enzyms übereinstimmen. 

Tn bezug auf den Mechanismus der nicht enzymatischen ir-Ionenkatalyse sei 
mit H. VON Eulern) angenommen, daß die H'-Verbin düngen glucosidartig gebauter 
Stoffe spontan zerfallen. Auch mögen sich die lonengleichgewichte mit außerordent- 
lich großer Geschwindigkeit immer wieder einstellen und die folgenden Betrachtungen 
auf den Vergleich ^'on Körpern mit möglichst geringem Strukturunterschiede be- 
schränkt bleiben. 

vSlündeii z. B, die /(-^-W'erteq von Ä-Metliylglucosid und Rolirzucker in deiiiselhen Verhältnis 
wie ihre von E. MiCHAKLlSb genie.sseiieii Konstanten der Säuredissoziation k^, so müßte nach 
den Befunden F. P. ArmsTRONGS die Halbwertszeit für den Zerfall der «-Methylglucosid-H-- 
Verbindung 6ü(nnal größer .sein als für den Zerfall der entsprechenden vSaceharoseverbiiidung. 
Die Ilydrolysengeschwindigkciteii verhalten sieh näinlieh wie 0,17: 12^0, während die Aa-Werte 
1,07 • IO und 2,40 • 10 betragen, ln diesem I'alle könnte ein wesentlicher Teil des Unter- 
schiedes auf der relativ stärker basi.schen Natur des Rohrzuckers beruhen. 

^ Proc. Roy. sSoc, 74, iStS [1904]; F. I'. Armstkoxc und R. J. CaldwKLL, Proc. Roy. 
Soc. 73, 526 [1004J; 74. J95 [19051- 

Ber. d. d. ehern. (tCS, 55, 3583, 35.S0 I1922I. 

5 R. Kühn, Zeitsehr. f. phy.siol. Chemie 125, i, 24 [1922/23]. 

Biocheni. Zeitschr. 49, 333 [1913]. 

') Zeitschr. f. phy.sik. Chemie 32. 348 [1900]; 36, 641 [1901]. 

q Vgl. E. Miciiahijs, Die Wa.sser.stoffioiieiikonzentration, 2. Aufl., I. Teil, vS. 52ff. [1922]. 

q Ber. d. d. ehern. Ges. 46, 3683 [1913I; E. MICHAELIS und P. Rona, Biocheni. Zeitschr. 
47. 457 [i 9 iU- 
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3. Die gemachten Voräussetzimgen sind wohl beim Ungleich von Rohrzucker 
und Raffinose in ihrem Verhalten gegen Säuren und Invertin am weitestgehenden 
erfüllt. Stehen die /c/,-\Yerte des Di- und Trisaccharids in demselben^ Verhältnis wie 
die experimentell ermittelten Werte von kj^, so wird nach den Messungen von 
II. K. Armstrong und W. II. Gt.ovkr^ bei gleicher Acidität die Saccharose-ir-Ver- 
bindung 1,6 mal schneller zerfallen als die entsprechende Raffinoseverbindung. In 
bemerkenswerter Übereinstimmung damit zerfällt mm aucli die Invertin-Rohr- 
zucker-Verbindung 2 dz i mal so rasch als die Raffinose-Ünzyni- Verbindung ^ 

Die ,, relative Spezifität“ der Ilefesaccharase läßt .sich somit durch die Dissoziations- 
konstanten As und Kj. der Verbindungen, die sie mit [68] Saccharose und Raffinose 
bildet, genügend genau beschreiben. Das Mengenverhältnis dieser Verbindungen ist 
für das Verhältnis der enzymatischen Umsatzgeschwindigkeiten beider Zucker aus- 
schlaggebend. 

4. Aus den Eigenschaften der Aktivitäts-/)//- und der Aktivitäts-/> 5 -KurvTn') 
des Invertins wurde geschlossen, daß die Bindung des Enzyms an den Zucker (Ä's) 
von der Acidität der Eösung nur in geringem Maße abhängt, daß vielmehr die H'-lonen 
die Zerfallsgeschwindigkeit des ReaktionszwLschen Produktes beeinflussen*). 

Zu dem gleichen Ergebnis führt die Untersuchung des Systems Emulsin-Salicin 
(siche den i. Abschnitt des experimentellen Teils). Wir finden hier beim W'ende- 
punkt der /)//- Kurve {pH - 6,8) die scheinbare Dissoziationskonstante der Enzym- 
Glucosicl-Verbindung sogar etwas größer als bei optimaler Acidität (H‘ -- 4* 10 ?), 
nämlich 0,047 gegenüber 0,035, während sie bei Giltigkeit der Theorie von L. Michakits 
und M. RoTiistrin^) auf etwa den halben Wert sinken müßte. 

5. Das Verhältnis der HydroE^sengeschwindigkeiten von Maltose, A-riicnyl- und 
A-Methyl-Glucosid durch Mineralsäurcn i.st von A. v. Sigmond^), E. F. Ar^istrong^) und 


Tabelle i. 


.Snhstnit 

Kcaklionskoiistantc 
(kl Saiirdiydfülyso 

74.1'’ 100' 

*,2 norm. IICI ' norm. IICI 


ds;iutr 

Vk ..,,,., 

iX-Plieiiylglucosid .... 
«-^Methylglncosid .... 
Maltose 

0,000167 

0,00123 

0,0165 

0,00066 

1 

] 

l 

1 

25 

0,14 

28 

0,20 


vSielie 3. Abschnitt des experiineiitcllen Teils. 

5 Proc. Koy. vSoc. [B] 80, 312 [TgoHJ. 

0 Zeitsclir. f. pliysiol. Cheinie 125, 28, 35 j 1922/23]. — Um eine Vorstellung von der Größe 
des nicht auf gleiche Konzentrationen der Reaktionszwischenprodukte bezogenen Geschwindig- 
keits Verhältnisses zu geben, sei erwähnt, daß man im vorliegenden Falle für weitgehend verdünnte 
äipiimolare Uö.sungeii der Zucker 1 ; 16 bis i : .38 (.statt 1:2) finden würde. 

') R. Kuhn, Die Natur wksemschafteii ii, 732, 734, 740!!. [1023J [Ahh. 7). 

■) Wenn bei der H '-Katalyse die Konzentration der Reaktionszwischenprodnkte durch die 
-Werte der Glucoside bestimmt wird, dann könnte man das Wesen der Invertinwirkung in erster 
Annäherung darin erblicken, daß die basische Natiu des Rohrzuckers und seines Galaktosides 
durch die Vereinigung mit dem lüizyin in etwa gleichem Maße verstvärkt wird. 

Bioch ein. Zeitsclir. iio, 217 [1920]. 

P Zeitsclir. f. phy.sik. Chemie 27, 385 [1808]. 


'’) Proc. Roy. Soc. 74, ^88 [1905]. 
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von E. l'rscHKR^ gemessen worden. Genau dasselbe Verhältnis gilt nun, wie 
aus Tab. i liervorgelit, auch für die Hydrolyse durch Hcfccnzym. Voraus- 
setzAing isl, daß sich auch in diesem Falle die Reaktionskonstanten auf solche [69] Sub- 
stratkonzentrationen beziehen, bei denen prozcntisch gleiche Beträge der Maltase 
gebunden und somit katalytisch wirksam sind. Die Zahlen der 5. Spalte sind die 
Mittelwerte der für Löwenbräu-, Hofbräu- und Kopenhagener Hefe durch Extra- 
polieren bestimmten 

Sei es, daß diese auffallende Übereinstimmung zwischen H'-Ionen- und Ferment- 
katalyse beim Invertin und bei derMaltase der Hefe zufällig ist, sei cs, daß bei den /i-Gluco- 
siden dieVereinigung mit deniEmulsin recht ungleiche Änderungen des elektrochemischen 
Charakters bedingt: die relative Spezifität des Emulsins läßt sich durch das aus- 
wählcnde Bindungsvermögen allein nicht be.schreiben. Es steht aber noch nicht fest, 
wie weit in diesem Falle die meßbaren Reaktionsge.schwindigkeiten als Maß für die 
Konzentration der Enzym-Glucosid-Verbindungen gelten können, wie weit die Voraus- 
setzungen für die .\nwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes erfüllt sind. Anders 
als bei Invertin und Maltase ist nämlich die Proportionalität zwischen Emulsinmenge 
und Geschwindigkeit der /)’-Hydrolyscn auf ein enges Gebiet beschränkt und die 
scheinbaren Dissoziationskonstanten erweisen sich in starkem Maße abhängig von der 
Konzentration des Katalysators. Auch ist die wesentliche Verschiedenheit der opti- 
malen Aciditäten ([H' | — 5 * lO bis 40- 10'^’) zu berücksichtigen, bei denen die 
Hydrolysen der einzelnen //-Glucoside verfolgt wurden. Es ist möglich, daß die eben 
angeführten Erscheinungen teilweise mit der grob dispersoiden Natur der angewandten 
Aufschlämmungen unserer Emulsin präparate Zusammenhängen . 


Tabelle 


Siil> 3 tnit 

Rcaktioiiskonstaiito der Saurchydnilyso 

y\' 7« 100'' 


ClCiizyiii 

llelicin 

Salicin 

//-Plienylglucosid .... 
/^Methylglucosid .... 

ü.oolo 

0,00030 

o,(kji25 
; 0, 001 11 

0,00243 0,00556 

0,00046 0,00137 

1 e* 

{ 0.46 

} 5.-.D4.O 

5 

•T3 -I 0,5 
1,0 1 0,2 


Nach Tab. 2 ist der Ouotient aus den Geschwindigkeiten der vSäurespaltung 
beim Vergleich von d'-Phenyl- und /)-Methvlglucosid 5 mal größer als bei enzymatischer 
Katalyse, während er beim Vergleich [70] des vSalicins mit dem Phenolglucosid 18 mal 
kleiner ist. Für die Deutung dieser Divergenzen ergeben sich bei Bestimmung der 
vSäurc dissoziationskonstanten der untersuchten //-Glucoside nach der Gasketten- 
niethode von L. Miciiakijs'J keine Anhaltsimnkte. Auf die nach H. v. Eurer für 
die H -Ionenkataly.se maßgebenden basischen Dissoziationskonstanten der Sub- 
strate gestatten diese Messungen freilich keinen Rückschluß. 

Zeitsdir. f. pliysiol. Chemie 107, 176, 192 [1919]. 

') vSielie Tab. 19 einer ini Druck der Zeitsclir. f. pliysiol. Chemie befindlichen Unter- 
suchung „Über die relative vSpezifität der Hefemaltase“ [Abh. H 6 ). 

'] Die Wasserstoffioneiikonzeiitration, I. Aufl., Ahsclin. C, I, S. iipff., Berlin [iohI* 
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6. Aus den vSäurcdissoziationskonstanten der Glucoside, die für die und />- Ver- 
bindung des Phenols erstmalig bestimmt und für die Metliylderi\;ate neu gemessen 
wurden, läßt sich ein B.eweis für die räumliche Lage der Hydroxylgru])])en in der 
und />-Glucose ableiten. Er führt zu denselben Formeln, die C. Tanrkt’, J. Bök- 
SKKKNh E. Michaelis'^ und A. PictkT-^ auf unabhängigen Wegen ermittelt haben: 


H OII HO n 


c 


(' 


II— C OH () 


f> 


II— C OH O 


Die Pheiiolglucoside sind, der clektronegativen Natur des Phenylrestes ent- 
sprechend, stärker sauer als die ]\lelhylglucoside, in denen der Traubenzucker an 
die schwach ])ositivcn Methylgruppen geknüpft ist. Bei Nachbarstelhing der iim 
ersten und zweiten C-Atem der ^v-Glucose haftenden Hydroxylgruppen ist nun zu 
erwarten, daß der negative Substituent in A-Stellung die Säurenatur mehr verstärkt 
als in /)’-Stellnng, und daß umgekehrt v-ständiges Methyl ein weniger saures Glucosid 
ergibt als /i-ständiges. Stünden dagegen die Hydroxylgruppen i und 2 in der A-('ilucose 
in Transstellung, so wäre das gegenteilige Verhalten zu erwarten. Aus der folgenden 
Zusammenstellung geht hervor, daß die erste Voraussetzung nicht nur bei den ali- 
phatischen, sondern auch bei den aromatischen Glucosidcn zutrifft: 


A-.Mctliylgluc()sid 

/y-Metliylghicosid 

A-Pheiiylglucosid 

/)’-Pheiiylgluco.si(.l 


1.31 

1,97 (i«S, 5 ®) 
20,1 (i;,<S'h 

;.6 (18,0') 


Wir machen dabei wie MicnAKMvS die Annahme, daß die Sub.stitution vorwiegend 
den elektrochemischen Charakter der zweiten, benachbarten Hydroxylgruppe beein- 
flußt. Wir bezweifeln aber nicht, daß für die Bildung \-on Alkalisalzen überhau])t 
byi den Zuckerarten auch andere Hydroxyle, insl)esondere die in b-Stelhmg befind- 
liche primäre OH-Gru|)pe in Betracht kommt. 


Experimenteller Teil. 

I. Einfluß der H'-Ionen auf die Affinität des Ponulsins zum Salicin. 
Nach der von E. äIiciiaktjs und M. Botiistkin entwickelten Theorie') der In- 
vertase Wirkung, derzufolge die Tn Versionsgeschwindigkeiten bei wechselnder Kon- 
zentration der ir-Ionen den jeweils vorhandenen Dissoziationsresten der Saccharose- 

- Bull. Soc. Chim. 13, 728, 733 [1895]. ' Cliem. Ber. 46, 3683 [1913 ]. 

Cheni. Ber. 46, 2612 [1913!. ' Helv. chim. acta 3, .649 [19^0]. 

') A. a. O. ; siehe auch Die Natiuwissciiscliaften ii, 732, 740!. [1923J 7). 
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vSaccharasc-W^rbiiidLing entsprechen, ist zu erwarten’, daß i. die /)//- Kurve bei Ände- 
rung der Substratkonzentration, 2. die pS-Kurvc bei Änderung der ir-Ionenkonzcn- 
tration eine t’erscliiebung erleidet. 

Die experimentellen Beobachtungen stehen weder mit der ersten^ noch mit der 
zweiten*» dieser Folgerungen im Fanklang. Es zeigt sich nun, daß auch beim Faiiulsin 
die zu erwartende Verschiebung der /) 5 - Kurve nicht eintritt. 

Über die Spaltung des Salicins bei wechselnder Acidität liegen bereits Messungen 
von }\. VuLOUiN^ und von R. WinusTÄTTER und C. Oppenheimer^ vor. Der Rara- 
nieter der /) 7 /-Kurve ergibt .sich aus Tab. 3, zu der ein rohes Eniulsin])räparat von 
]\Ierck diente, zu 1,8 * 10 ^ Die Ge.stalt der Kurve ist, wie aus dem Vergleich der 
beiden letzten Spalten der Tab. 3 hervorgeht, angenähert die einer Dissoziatioiis- 
kurve (Abb. i). 

[72] Tabelle 3. 

Saliciiiliydroly.se und H--loiieiikonzenlraliüii. 


2 s ccm 0-07 

75 norm. 

vSalicinlösung 

1 10 ccm 7^ 
Pennen t zu 

norm. Phosphat- bzw. 
50 ccm; 30"’. 

Acetatgemiscli 

-i 10 mg 

ir 

Zeit 

I) 

DiOnmj.’S- 

zuiuiluuc 

SpnUiiii.K 

k . 10'’ 

k 

ir 

(Mi) 


(/ = 4 (Ini) 



, -- 

TT 

+ i,H • 10 - ' 


(.Min.) 


( ) 

(%) 

l a - 



4 • IO-? 

0 

C)0 

— 2,Ss 
- I..S7 

1,28 

29 7^ 

2.5 5 

1 

100 

(4.4) 

iSü 

0,065 

-b7'TS 

64'/: 

25» 

|- 1 (..)0 



X. 

1.45 

IvW 

J (X) 

— 



I • lu 

60 

1 .67 

1,18 

277: 

232 

} - 

«5 

(b.o) 

180 

— 0,1 (y 

2,66 

617, 

232 

3 • 10 ■ 

60 

-- 1.08 

0,87 

20 


:} 69 

64 

(b,5) 

I So 

- 0,96 

1 ,89 

4-1 


I ■ IO ' 

60 

-.43.=; 

0,115 

»//: 

72 

} 30 

3Ö 

(7/>) 

1 80 

- - 1,825 

1 ,025 

237: 

»>5 


2-10 

69 

- - 2,72 

0. 1 3 

3 

22 

1 

10 

(7.7) 

180 

2,50 

»*■35 

8 

20 

1 '* 




3 5 6 7 8 PH 


Abi). I. Aktivität.s-/)//-Kurve de.s Fuiul.sins (Salieins})altung). 

^ Zeitsdir. f. physiol. OR’iihe 125, 28 [1922/23]. 

» E. :Miciiakus und M. Rothstiun, a. a. O. 

» Zeitschr. f. pliy.siol. Chemie 125. 44 [1922/23J. 5 Soc. biol. 70, 270, 763 [1911]. 

Zeitschr. f. pliy.siol. Chemie 121, 183, 188 [1922]. 


Vergleich von H' -Ionen- und Fcrmenlkatafvse. 
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Bei optimaler Acidität ist die Hälfte der in bezug auf die »Substratkoiizentration 
maximal möglichen Reaktionsgeschwindigkeit in 0,035 d- 0,005 norm, f/dsung erreicht 
(Tab. 4). 

Tabelle 4. 

[73] Wechselnde vSalicinkonzeiitratioiien bei optimaler Acidität. 


pH 4,4; AV.,1^ 0,035. 10 mg Kmulsin in 20 ccm; 30^'. 


ps 

(Konz, d. Sal.) 

Zelt 

l*]/) 

/ 4 (liii 

znnnliiiic 

k • Kl'’ 

/:• lo^-lSalJ 

l>isSüzialionsrcst 

n • ino 

lOH • ] .. 


(Min.) 

( ) 

( ) 



iHl. 





-- 2,24 

D 375 1 






(0,049 11- ) 

I (.)0 

I 70 

— 1,28 
0,385 

2.335 1 

3.23 

246 

120,5 

5«.3 

58.4 

1 0,1 


3^7 

i 0,895 

4.52 J 








— 1.34.3 ■ 

1.055 ■) 






i ,49 

(0,032.1 11.) 

1 00 

170 

- 0,5.15 
i 0,16 

i .-^55 A 
2,56 

1 304 

9-^.5 

48.1 

47.8 

- 0,3 


368 

! 0,895 

3.295 1 

1 





1 ,6; 

847 : 

— 0.385 

1.22 1 






(0,0216 11.) 

1847 : 

; 0,285 


360 

77. s 

38,2 

' 37.9 

0,6 


3 ' 877 : 

: 0,615 







leS; i 

81 

— 0,175 

o .<835 I 






(0,0135 ”•) 

185 : 

■|- 0,2T 

1,22 

435 

58.7 

27,8 

28,4 

-i 0,6 


3«9 ^ 

+ 0,33 

1.34 i 






2,02 

807 : 

- - 0,09 

0,615 




1 


(0,0095 ) 

186 

4- 0, l 1 

0,815 

4 Ö 5 

44.2 

21.3 

' 21.4 

-- 0, 1 


390 

i 0,22 

0,925 








Abb. 2. Aktivitäts-/>.S’-Kiirven des Kmnlsins (Salicinspaltuiig). 

A — A Bissoziationsrestknrve bei pH ^ 4*4. 
o o— Dissoziationsresl kurve für pH = 6,8 (l)eob.). 

Dissoziationsrestkurve für pH - 6,8 (ber. nach L. Michaktjs und M. RoTliSTivix). 


Bei pH 6,8 sollte dies nach Miciiaki.ts und Rotiistkin in 0,017 norm. Lösung 
der Ihdl sein. Aus Tab. 5 berechnet sich jedoch der fast dreimal so große Wert 0,047 


(Abb. 2). 
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R. Kuhn und TI. vSobotka: 


Tabelle 5. 

vSaliciiiiheiige und Reaktionsgescliwindigkeit bei pH — 6,8. 
Ks:ii. == 0,047. 20 mg Kmulsiii in 20 ccin; 30°. 


pS 

(Kütiz. d. Sal.) 

/.eit 

f"]/) 

l = .\ dui 

l»rehun!>:s- 

zunahiiic 

k • i.)'"’ 

k • IO* • fSal. 1 

Dirtsüziationsrest 

0 • 100 

100 . 1 .. 


(Min.) 

0 

('■) 



bfr. 



I 

20 

3,105 

0 . 5 ' 






(0,0495 11 - ) 

45 

90 

- 2 , 5 <> 
2,015 

1,025 

1 ,60 

1 192 

! 95-5 

51-2 

51.2 


1.54 

(0,0291 n.) j 

20 

45 

91 

— 1.79 

— 1.41 

— o,qO 

0.355 

0.735 

1.185 

239 

^ 9 Ö 

38.2 

37.7 

-- 0,5 

1 ,66 

(0,022 n.) 

30 

60 

I IO 

1 ,22 

0,835 ' 

— - 0,395 

0.40 

o. 7<85 

1.225 

27 1 

' 59.5 

3 '.« 

3 ',‘S 

■|- 0 

2,14 

(0,0072 n.) 1 

30 

60 

1 10 

-0,36 j 

---0,21 1 

- 0,0() , 

0,17 

0,32 

0,44 

1 

' 25,0 

13-3 

' 3.3 

.1.0 


2. vSäureliydrolysc der /)’-Cliicoside. 

Je zwei bei 20" zur Marke aufgefüllte 10 eeni-Kölbclieii, in denen die Hydrolyse 
durch ^^uorm. HCl vor sich ging, tauchten wir in ein Glycerinbad, das durch siedendes 
Benzol auf 77 ± i ° gehalten wurde. Nach \h*rlauf der in Tab. 6 angegebenen Zeiten 
kühlten wir die Reaktionsgefäße mit fließendem Wasser auf Zimmertemperatur ab 


Tabelle 6. 


.Substrat 

Zeit 

1 ~ 2 dni 

l)tcliunj,'S- 

zuiiahiiio 

.'^palliin«' 

k ■ IO-' 

k • io'. 


(.Min.) 

( ) 

0) 

(%) • 


Mittel 

Ilcdiciii ' 

0,0578 norm. . ' 

20 

80 

1.89 
-- 1 ,48 

0.19 

0,60 

() 

19 

'35 

"4 

125 

Salicin 

80 

1.50 

0.56 

'7 1 

108 

III 

0,0562 iioriii. 

125 

- 1.19 

0,87 

27 '/: 

114 

/i?-Iäienylgluco.sid . 1 

90 

-0,85 

; '..3 1 - 

4 ' 

249 

243 

0,0595 norm. . ’ 

225 

0,15 

i 2,3.1 

71 

237 

/^i-lMethylglucosid . 

180 

0,31 

0,23 

'7‘A i 

4 b 

46 

0,0412 norm. 

420 

0,07 

".47 

357 z 

47 


[76] und ergänzten neuerlich zur Marke. Gleich darauf wurde die Dreliungszunahnie 
in einem 6 ccm fassenden 2 dm-Rohre bestimmt. Alkalisierung der J.ösungeii er- 
übrigte sich, da das optische Gleichgewicht der Glucose erreicht und in Kontroll- 
versuchen bei der rolarisationstemperatur innerhalb 10 bis 20 Minuten keine Säure- 
wirkung zu beobachten war. 


Vergleich von ir-Ioncii- mul Permcntkata]J^se. 
Tabelle 7. 
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0,04 
(r.S°)iO,o2 
(^ 7 .^ '■’) 'o,(h6c; 
0,0 r 

(17.^^^') 0,008 
iMaltose '0,04 
0,04 
0,02 


Sac(']iar()se 

(18,5 ■') 


Kaffiiiose 

(1^0 '') 


«-Melhyl- 

glueosid 

(18,7^’) 

/M\l(‘tliyl- 

glneosid 

(18,5") 

A-rUenylglueo- 
sid {17,8") 

//-Idienylglucü- 
8id (18") 

vSaliein (f8‘’) 



',v o.()j88 



8 0,0 19<^ 


« 

7 0,0158 



5 o.ooovi 
7 0.00741 




0,006^ 

0,0725 

6p6 

j 0,0022 

(.1,0599 

8=;,2 

0,002 1 5 

0,0169 

79,2 

0,00085 

0,0182 

100 

0,0067 ^ 

0,01225 

) 5'9 

0,00190 

0,0171 

17,8 

0,00509 

0.00645 

1 6,<; 

1 <), 00092 

0,00862 

17.9 

0,00(;8 

0,0092 

> 7.5 

0,00502 

0,0160 

21,8 

0,00269 

(.»,0165 

27,8 

0,00459 

0 , 00.(98 

18,4 

0,00(44 

0,008 10 

22.6 

0.0288 

0,0100 

1,15 

0 , 02 (K^ 

0,017(1 

1,58 

0,0141 

o,()( >5(1 

1,12 

o.O( )(^5 

o.0( y ()~ 

1,64 

0,027 ^ 

0 , 0 ! I 5 

1 ,65 

0,0170 

(.>.02 18 

2,05 

0,01 29 

( ),(X)6 1 

1,85 

0,0079 

0,01 1 1 

2.17 


^-’.9 o,(K)56 

70.8 (.),{)() 182 


0,0 102 
0.00559 


1 ,88 

5.62 0,0152 

0,0058 

2,18 

11,2 (.), 09660 

0,002(14 

1 ,86 

5,57 0,0158 

0,0052 

1 .07 

6,(;2 0,0107 

0,0085 

2,20 

11.75 0,00651 

0,0052 

-'77 

).b85 0,00467 

o,oo4(; 


14,5 

-\b 5 


90,7 

1(1 

18.2 ' 
1 8 ,6 
18,1 

18.5 

22.6 

- 7.9 , 
26, [ 
20,6 
-’7,b 
1 ,20 
f.l7 
i.J. 

1 ,08 

1 ,70 
2 'bl 
1 , 9 ) 

) 6,4 ; 

25,0 


96 


17.7 


21,6 


1.34 


1.97 


7.77 8, |8 7,56 

^'■99 7,-1 [ 


0,27 7,()[ 

0,26 0,88 

8,20 8.80 

8,14 8.54 


7.51 


3 • ^ 0 cl i s s o z i ; 1 1 i o 1 1 s k 0 n s t a 1 1 1. e 1 1 . 

.11 'len Knny, 1,0,1 ,L Hofol,?! "' ^" 2 '''''.^'"'*"'' ..."'.mi'l.'' 'lorin, Affinitof,,, 

to,!.,,,, lx. 2 ,.,„ ■« .«■■«,. ..nl«„"- 

«. »„«l,,,,,,.. ,,,, , , «W™- l'ie «V„o 

kSiehc k. IMiciiAi'aas und p. Pova -i -in i 

') Iler. <1. ,1. clic'in, Ci\s. 46 ?6.S • fi,',, 7’ v’- -.1.1 »• -Mif- 

40, _ 3 'JKj liyi.il; Biocheiii. Zdtsdir. 49, jjj 



1150 K. Kuhn iiid H.’Sokotka: Vergleich von H'-Ioiicn- und Feniieiitkatalyse. 

Saccharose: 17,7 • 10 h (18,5°) MiCHAKhis und Rona: 24 • 10-14 

Maltose:. 96 -10*4(19,5°) „ ,, ,, i8o-io-*4 

MIetliylglucosid: 1,34 • io-*4 (18,7°) Michakus: ^ i,97-io-*4 . 

A-Mcthylglucosic'y .9,7 • 10 *4 (18,5°) „ 2,64 • 10 n 

Stärker sauer fanden wir nur die Raffinose: 

■ ^*21,6- IO *4 (18,3°) Michakus und Rona: 18 • 10 *4. 

Alle angewandten Präparate waren mehrmals aus Alkohol bzw. Wasser um- 
kry’stalli^iert und durch Bestimmung des Dreliungsvermögens und des Schmclz- 
])unktes auf Reinheit geprüft worden. 

Die neu ermittelte Dissoziationskonstante dcsSalicins stimmt mit der des^-Phenyl- 
glucosids überein; der Eintritt der CH20H-Gru])pe in den Bcnzolkern verursacht 
also keine meßbare Änderung des elektrochemischen Verhaltens. 









